Interacción de neurotransmisores y envejecimiento cerebral : estudio de la interacción entre dopamina,ácido glutámico y gaba en el estriado y en la corteza prefrontal de la rata by Porras Chavarino, Alberto
Departamento de Fisiología
Facultad de Medicina
Universidad Complutense de Madrid
INTERACCION DE NEUROTRANSMISORES
Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL
ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN ENTRE
DOPAMINA, ÁCIDO GLUTAMICO Y GABA
EN EL ESTRIADO Y EN LA CORTEZA PREFRONTAL DE LA RATA
Tesis Doctoral
Alberto Porras Chavarino
Madrid, 1996
INFORME DEL DIRECTOR DE LA TESIS
El trabajo de investigación “Interacción de neurotransmisores
y envejecimiento cerebral”, q-ue presenta D. Alberto Porras
Chavarino para optar al grado de Doctor, ha sido realizado
bajo ml dirección. Este trabajo es de una alta calidad
científica, tal cual atestigua la serie de publicaciones
internacionales realizadas por el autor a lo largo de este
periodo.
Va B~
EL TUTOR (2>
El Direcí
~esIs
7 de octubre de 1996
Pdo.:__________________ Pdo.: FRANCISCO NORA
(Fecha y (¡‘ma> <Fecha y (¡‘ma>
DNI ONI 21 907 303
INFORME DEL CONSEJO DE DEPARTAMENTO
La Comisión Permanente del Consejo de Departamento, en su reunión de
fecha 30 de septiembre de 1996, acordó admitir a trámite la Tesis Doctora
presentada por O. ALBERTO PORRA CHAVARINO, titulada: “Interacción de neuro
transmisores y envejecimiento cerebral”
Fecha reunión
Consejo Departamento
30 septiembre 1996
F.Mora Teruel
<Fecha y firma>
Llevar a término un trabajo de investigación, aún de la humildad de éste, requiere, siempre, el
esfuerzo de un grupo de personas. Quisiera hacer público aquí mi agradecimiento hacia ellos,
Agradecimiento que, en muchas ocasiones, me resulta dificil expresarles en privado.
Me parece obligado empezar reconociendo a mis padres, y a toda mi familia, la misma
posibilidad de poder dedicarme a la investigación durante estos años. Esa posibilidad se
materializó al aceptarme el profesor Francisco Mora en su laboratorio. A él le debo haber llevado
a cabo este Tesis Doctoral, tanto por permitirme trabajar con él como por el estímulo que de él he
recibido. No quiero dejardc mencionar a la Dra. Manuela Cobo, que guió mi aprendizaje inicial.
Durante estos años he compartido muchas horas de trabajo, de entusiasmo y de desaliento con
mis compañeros de laboratorio. Agredecerles aquí su compañía, su amistad y su ayuda es una
expresión mínima de lo que siento por ellos, pero me parece obligado hacerlo. Macu Expósito,
Belén Sanz y Gregorio Segovia me han ayudado en la realización de parte de los experimentos de
este trabajo. A sus consejos y aliento, junto a los de Alberto del Arco y Rodrigo Martínez, les
debo el haberlo mejorado en lo posible. De todos ellos he aprendido y a ellos debo el estímulo
intelectual y emocional que me ha permitido concluir esta Tesis.
Toda la ayuda recibida no hubiese sido suficiente sin el apoyo constante de mi mujer, a la que
tanto debo. También me ha ayudado en la composición final de este trabajo y en su corrección.
Sirva esto de excusa para expresarle aquí mi gratitud.
A la hora de agradecer la ayuda recibida, se tiende a recordar sólo a las personas que nos han
ayudado en la fase final del trabajo. Soy consciente de que olvido a muchas personas sin cuyas
enseñanzas no podría haber realizado este trabajo de investigación. La lista sería demasiado
larga, pero su recuerdo pemnnece en mi memoria y mi agradecimiento aellos no se diluye en el
tiempo.
ÍNDICE
PROLOGO
ABREVIATURAS III
INTRODUCCIÓN 1
1. ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 1
1.1. CONCEPTO DE ENVEJECIMIENTO 1
1.2. ENVEJECIMIENTO CEREBRAL: CAMBIOS ESTRUCTURALES Y BIOQUMICOS 2
1.2.1. Cambios macroscópicos 2
1.2.2. Cambios microscópicos 2
1.2.2.1. Atrof¡ay muerte neuronal 3
1.2.2.2. Envejecimiento y células gliales 4
1.2.2. Cambios bioquimicos 4
2. NEUROTRANSMISORES Y ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 7
2.1. DOPAMINA 7
2.1.1. Neurotransmisión dopaminérgica 7
2.1.1.1. Metabolismo de la DA 8
2.1.1.2. Almacenamiento, liberación einactivación de la DA 8
2.1.1.3. Receptores dopaminérgicos 8
2.1.1.4. Vías dopaminérgicas 9
2.1.2. Efectos del envejecimiento sobre laneurotransmisión dopaminérgica 11
2. 1.2. 1. Efectos del envejecimiento sobre la concentración de DA en
muestras de tejido cerebral II
2. 1.2.2. Efectos del envejecimiento sobre la liberación de DA II
Índice
2.1.2.3. Efectos del envejecimiento sobre los sistemas transportadores de
DA 12
2.1.2.4. Efectosdel envejecimiento sobre los receptores dopaminérgicos 13
2.1.2.5. Acerca del efecto del envejecimiento sobre la neurotransmisión 13
dopaminérgica
2.2. ÁCIDO GLUTÁMICO 14
2.2.1. Neurotransnúsión glutamatérgica 14
2.2.1.1. Metabolismo del GLU 14
2.2.1.2. Almacenamiento, liberación e inactivación del 0113 14
2.2.1.3. Receptores glutamatérgicos 15
2.2.1.4. Vias glutamatérgicas 17
2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisión glutamatérgica 19
2.2.2.1. Efectos del envejecimiento sobre la concentración de OLU en 19
muestras de tejido cerebral
2.2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre la liberación de GLU 20
2.2.2.3. Efectos del envejecimiento sobre los sistemas transportadores de
GLU 21
2.2.2.4. Efectos del envejecimiento sobre los receptores glutamatérgicos 21
2.2.2.5. Acerca del efecto del envejecimiento sobre laneurotransmisión
glutamatérgica 22
2.3. CABA 23
2.3.1. Neurotransmisión gabérgica 23
2.3.l.I. Metabolismo del GASA 23
2.3.1.2. Almacenamiento, liberación e inactivación del GASA 24
2.3.1.3. Receptores gabérgicos 24
2.3.1.4. Vías gabérgicas 25
2.3.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisión gabérgica 28
2.3.2.1. Efectos del envejecimiento sobre la concentración de GASA en
muestras de tejido cerebral 28
2.3.2.2. Efectos del envejecimiento sobre los receptores gabérgicos 28
3. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES 29
3.1. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN EL ESTRIADO 29
3.1.1. Conexiones neurales y neurotransmisores del estriado 29
3.1.2. Interaccion de neurotransmisores en el estriado de larata 33
3.1.2.1. Efecto de agonistas y antagonistas glutamatérgicos 33
3.1.2.2. Efecto de agonistasy antagonistas dopaminérgicos 34
3.1.2.3. Efecto de agonistas y antagonistas gabérgicos 34
Indtce
3.2, INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN LA CORTEZA PREFRONTAL 35
3.2.1. Conexiones neurales y neurotransmisores de la corteza prefrontal 35
3.2.2. Interaccion de neurotransmisores en la corteza prefrontal de la rata 37
4. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES Y ENVEJECIMIENTO
CEREBRAL: PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 39
MATERIAL Y MÉTODOS 43
1. ANIMALES 43
2. MATERIAL 43
2.1.. CONSTRUCCIÓN DE IMPLANTES PARA LA PERFUSIÓN INTRACEREBRAL pv vIvo 43
2.2. CONSTRUCCIÓN DEL SISTEMA DE CÁNULAS PUSH-PULL 43
2.3. PREPARACIÓN DE EQUIII4ESIN 45
3. IVIETODOS EXPERIMENTALES 45
3.1. PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO ESTEREOTÁXICO 45
3.2. PERFUSIÓN INTRACEREBRAL pv vivo 46
3.3, ANÁLISiS DE AMINOÁCIDOS POR CROMATOGRAFíA LÍQUIDA DE ALTA
RESOLUCIÓN (HPLC) 47
3.3.1. Cuantificación de aminoácidos como OPA-derivados 47
3.3.2. Condiciones cromatográficas 48
3.2.2.1. Factor dedilución 49
3.2.2.2. Calibración 49
3.2.2.3. Coeficiente de variación 49
3.2.2.4. Linealidad del análisis cromatogrático 50
3.4, COMPROBACIÓN DE LA LOCALIZACIÓN DE LAS CÁNULAS 50
4. MÉTODOS ESTADÍSTICOS 51
RESULTADOS 53
1. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES Y ENVEJECIMIENTO:
ESTUDIOS EN EL ESTRIADO 53
1.1. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en el estriado de la
rata adultajoven 53
1.2, Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en el estriado de la
rata de edad media 53
1.3. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en el estriado de la
rata vieja 54
1.4. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en el estriado de la
rata a lo largo del envejecimiento 54
Índice
1.5. Efecto de la apomorfma sobre las concentraciones de GASAen el estriado de la
rata adultajoven 54
1.6. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GABA en el estriado de la
rata de edad media 55
1.7. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de CIABA en el estriado de la
rata vIeja 55
1.8. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GASA en el estriado de la
rata alo largo del envejecimiento 55
1.9. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de OLN en el estriado de la
rata a lo largo del envejecimiento 55
2. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES Y ENVEJECIMIENTO:
ESTUDIOS EN LA CORTEZA PREFRONTAL 67
2.1. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en lacorteza
prefrontal de la rata adulta joven 67
2.2. Efecto de laapomorfma sobre las concentraciones de GLU en lacorteza
prefrontal de la rata de edad media 67
2.3. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en la corteza
preftontal de la rata vieja 67
2.4. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLU en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del envejecimiento 67
2.5. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GASA en la corteza
prefrontal de la rata adulta joven 68
2.6. Efecto de la apomorfma sobre las concentraciones de GASA en la corteza
preftontal de la rata de edad media 68
2.7. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de CIABA en la corteza
preftontal de la rata vieja 68
2.8. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de CIABA en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del envejecimiento 68
2.9. Efecto de la apomorfina sobre las concentraciones de GLN en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del envejecimiento 69
Indice
DISCUSIÓN 79
1. ACERCA DE LOS METODOS 79
1.1. SOBRE EL MÉTODO DE PERFUSIÓN INTRACEREBRAL IN VIVO 79
1.1.1. Comparación de las técnicas de perfusión intracerebral: diálisis vs. push-
80
1.1.2. Limitaciones de la técnica de perfUsión intracerebral push-pull 80
1.2. SOBRE EL MÉTODO DE ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS 83
1.2.1. De la derivación y cuantificación de aminoácidos 83
1.2.2. De las condiciones cromatográficas 84
1.2.3. De la variabilidad del método de análisis 84
2. ACERCA DE LOS RESULTADOS 85
2.1. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN EL ESTRIADO DE LA RATA 85
2.1.1. Interacción DA-GUi en el estriado de la rata 86
2.1.1.1 ¿Liberación de CILU o inhibición de su recaptación? 86
2.1.1.2. Liberación dc CILU ¿vesicular o citoplasmática? 86
2. 1 .1.3. Liberación citoplasmática de GLU ¿de origen nenronal o de origen
glial? 88
2.1.1.4. Otras posibilidades 89
2.1.2. Interacción DA-CIABA en el estriado de la rata 89
2.2. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN LA CORTEZA PREFRONTAL DE LA
RATA 90
2.2.1. Interacción DA-GLU en la corteza prefrontal de la rata 90
2.2.2. Interacción DA-CIABA en la corteza preftontal de la rata 91
2.3. INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES Y ENVEJECIMIENTO 92
2.3. 1. Sobre las dificultades de interpretación de los estudios sobre envejecimiento 92
2.3.2. Efecto del envejecimiento sobre las concentracionesextracelulares de CILU,
CIASAyCILN 92
2.3.3. Interacción de neurotransniisores y envejecimiento: estudios en el estriado
de la rata
2.3.4. Interacción de neurotransmisores y envejecimiento: estudios en la corteza
prefrontal de la rata
CONCLUSIONES 97
BIBLIOGRAFÍA 99
PRÓLOGO
La presente Tesis Doctoral lleva por titulo:
Interacción de neurotransmisores y envejeci-
miento cerebral, y por subtítulo: estudio de la
interacción entre dopamina, ácido glutdmico y
CABA en el estriado y en la corteza prefrontal
de la rata. Se trata, por tanto, de la memoria de
un trabajo experimental que se ha llevado a
cabo utilizando como sujetos de estudio ratas y
como objeto de estudio dos estructuras
cerebrales de este animal y tres neurotransiní-
sores; y ello con el fin de estudiar la interacción
de neurotransniisores durante el envejeci-
miento. Por tanto, en todo lo que sigue, si bien
se darán notas de los aspectos básicos de cada
asunto tratado, se hará especial referencia
siempre a estas palabras clave (rata, estriado,
corteza preftontal, dopamina. ácido glutámico
y GASA). Se entenderá, así, que al tratar el
aspecto de los cambios macroscópicos y
microscópicos que ocurren en el cerebro
durante el envejecimiento, no se haga una
descripción extensa y se aluda, sobre todo, a
los conocimientos que tenemos sobre la rata.
Igualmente, al tratar sobre el efecto del
envejecimiento sobre la neurotransmisión,
queda sólo nombrada la acetilcolinérgica, por
ejemplo, y se extiende más el capítulo
dedicado a la glutamatérgica. Por esta misma
razón, se hacen referencias mínimas a la
especie humana y, en todo caso, seftalando
expresamente cuandoes así.
La cantidad de publicaciones que podrían
manejarse a la hora de escribir una Tesis
Doctoral es enorme. Con el fin de moderar esta
ingente cantidad de publicaciones, en muchos
casos se hanutilizado revisiones actuales sobre
los aspectos tratados. De esta forma también se
restringe el extenso apartado bibliográfico de
esta Tesis Doctoral, puesto que el objetivo de
este trabajo no es exclusivamente de revisión
bibliográfica Se da referencia, eso sí, de las
publicaciones que contienen afirmaciones
controvertidas o aspectos especialmente
interesantes para ladiscusión.
Este trabajo ha sido posible gracias a una
beca predoctoral de la Universidad Complu-
tense de Madrid y a la financiación de la
Dirección General de Investigación Cientifica y
Técnica a través de los proyectos PB9O-0252 y
P893-0075, cuyo investigador principal es el
Dr. Francisco Mora.
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ABREVIATURAS
ACH Acetilcolina
AMPA a-amino-3-hidroxi-5 -metil-4-isoxazol-propionato
AP4 2-anxino4-fosfonobutirato
APO Apomorfina
DA Dopamina
CIABA Acido gamma-aininobutírico
CIAHA-T Ácido gamma-aminobutírico-transferasa
CIAD Ácido glutámico decarboxilasa
CILN Olutamina
GUi Ácido glutámico
HPLC Cromatografia líquida de alta resolución
KA Kainato
LCRs Líquido cefalorraquideo sintético
mCIIuR Receptor glutamatérgico metabotrópico
NMDA N-metil-D-aspartato
OPA 0-flaldialdehido
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INTRODUCCIÓN
1. ENVEJECIMIENTO CEREBRAL
El envejecimiento se ha convertido en
objeto prioritario de la investigación bio-
sanitaria en las últimas dos décadas. Este auge
de la investigación sobre el envejecimiento se
explica por el aumento que la proporción de
población anciana está teniendo en las
sociedades occidentaies. Por ejemplo, en
España la población de más de 65 años
suponia en 1950 el 7.2% de la población total;
en 1991 supone el 13.8% (Anuario estadístico
de España, NL, Madrid, 1995).
1.1. CoñícIEno DE ENVEJECIMIENTO
El envejecimiento es la etapa final de la
vida de los seres vivos, caracterizada por una
pérdida progresiva de las funciones propias de
la madurez y que culmina en la muerte del
individuo.
Es dificil determinar cuándo comienza la
vejez. En el ser humano se suele considerar,
actualmente, que el periodo de vejez comienza
en tomo a los 65 años. En el caso de la rata de
raza Wistar (la que se usa en el trabajo experi-
mental de esta Tesis Doctoral), la mayoría de
las publicaciones utilizan como animaies viejos
ratas de a partir de 18-20 meses de edad. Sin
embargo, debesubrayarse que la edad de inicio
del proceso de envejecimiento varia entre
individuos de una misma especie. Por ejemplo,
las capacidades cognitivas, sensoriales y
motoras pueden sufrir déflcits no patológicos
en muchos individuos antes de la edad
considerada como límite entre el periodo
adulto y el de vejez. Este hecho pone de relieve
la dificultad de delimitar esa etapa de la vida
llamada vejez utilizando como único criterio la
«edad cronológica» (el número de años de
vida) de los individuos.
Se han propuesto otras variables diferentes
de la edad cronológica para definir la vejez,
por ejemplo la «edad biológica» definida por
el grado de funcionamiento del organismo. Sin
embargo, definir la vejez de acuerdo al grado
de funcionamiento no es posible mientras no
dispogamos de parámetros para delimitar qué
grado funcional es el característico de un
individuo anciano. Por tanto, la edad crono-
lógica es la única vauiable objetiva de que
disponemos actualmente para definir la vejez.
El envejecimiento es un proceso universal
y normal, es decir, aunque conlíeva una mayor
susceptibilidad a sufrir enfermedades, el
envejecimiento no es una acumulación de
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patologías. Este es, precisamente, uno de los
principales factores que afectan a la
interpretación de los resultados de los estudios
sobre el envejecimiento: la dificultad de
diferenciar entre los cambios primarios
(debidos al envejecimiento per se) y los
cambios que son consecuencia de patologías.
Desde el punto de vista de la conducta, el
envejecimiento se caracteriza por la pérdida de
capacidad en funciones sensoriales, motoras y
cognitivas (va p.ej. Jolles et al., 1986;
Katznian y Ter¡y, 1992).
En relación con las funciones sensoriales y
motoras, en los individuos viejos se han
descrito deficiencias en tareas de percepción
visual, auditiva y táctil, así como una
disminución de la velocidad de realización de
los movimientos simples (que parece tela-
cionarse más con limitaciones musculares que
con factores nerviosos) y un déficit de la
coordinación de movimientos complejos (que
se relaciona más con linataciones neuro-
lógicas).
Las alteraciones cognitivas más llamativas
en los individuos ancianos son las que afectan a
la memoria. Aunque en los humanos estas
alteraciones son más intensas en las demencias,
también están presentes en los individuos
viejos sanos. Los déflcits de memoria de los
ancianos afectan, fundamentalmente, a la
memoria a corto plazo así como a la
adquisición y consolidación de infonnación
nueva y a la evocación de esta información
(memoria a largo plazo).
Los déficits funcionales que aparecen
durante el envejecimiento (señalados aquí de
forma muy esquemática) son consecuencia de
las modificaciones estructurales (anatómicas e
histológicas) y bioquímicas que ocurren en el
Sistema Nervioso durante este proceso de
envejecimiento.
1.2. EA.rI’EIECIMIENTO CEREBRAL: CAMBIOS
ESTRUCTURALES YBIOO U/MICOS
1.2.1. (‘amb ¡os macroscópicos
Los cambios morfológicos descritos en el
cerebro durante el proceso de envejecimiento
incluyen disminuciones del peso y del volumen
cerebral. Por ejemplo, en el humano, se ha
descrito una disminución de en tomo al 10%
del peso del cerebro a los 90 años con respecto
al individuo adulto (ver Brody, 1990; Katzman
y Teny, 1992); asimismo, la disminución del
volumen cerebral se ha cuantificado en el
humano en un 2% por década apartir de los 50
años, aunque esta disminución del volumen es
diferente según la región cerebral estudiada.
La disminución del peso y del volumen
globales del cerebro en el humano durante el
envejecimiento se acompaña de un aumento
del tamaño de los surcos cerebrales, una
disminución del tamaño de las circunvolu-
ciones cerebrales y un aumento del volumen de
los ventrículos (ver Brody, 1990; Katzman y
Teny, 1992).
Estos cambios morfológicos observados en
los cerebros viejos son producto de las
modificaciones histológicas y bioquímicas que
tienen lugar en este órgano durante el
envejecimiento.
1.2.2. Cambios microscópicos
Los cambios microscópicos que ocurren en
el cerebro durante el envejeciniiento parecen
ser el resultado de la degeneración de las
neuronas. Tales cambios aparecen no sólo en
individuos viejos sino también en el cerebro de
individuos que padecen ciertas enfermedades
neurológicas como la enfermedad de
Alzheimer en el caso de la especie humana.
Estos cambios incluyen la presencia de
gránulos de lipotbcsina, gránulos basófilos y
ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las
2
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neuronas y de placas seniles en el espacio
extracelular (ver Katzman y Teny, 1992).
La presencia de gránulos de lipofucsína en
el citoplasma de las células es, normalmente,
expresiónde que éstas están sufriendo cambios
degenerativos lentos como los que ocurren
durante el envejecimiento, aunque también
pueden aparecer como consecuencia de
lesiones crónicas. Se observan acúmulos de
lipofucsina, por ejemplo, en células del corazón
y del hígado como consecuencia del enve-
jecimiento o en células de músculo estriado en
extremidades paralizadas o inmovilizadas. En
el Sistema Nervioso se observan gránulos de
lipofiicsina en las neuronas de algunas regiones
cerebrales de individuos viejos (ver p. ej. la
revisión de Sohal y Wolfe, 1986) Por ejemplo,
en la corteza cerebral de los humanos se ha
descrito que el 10% de las grandes neuronas
presentan cúmulos de lipofiicsina (ver Brody,
1990). La lipofiicsina procede de la
peroxidación de los lípidos poljinsalurados de
las membranas biológicas provocada,
probablemente, por radicales libres. Aún no
está claro sí este pigmento es sólo consecuencia
de la acumulación de productos de desecho
por degeneración o iras lesiones o puede
producir daño celular por sí mismo.
En el citoplasma y las dendritas de ciertas
neuronas (fiindamentalmente neuronas pira-
midales de la corteza cerebral y del hipo-
campo) del cerebro de individuos viejos se ha
descrito la presencia de pequeñas vacuolas de
contenido basófilo de unos 5 mm de diámetro
(Katzman y Teny, 1992). Se desconoce el
significado de este fenómeno, que ha sido
descrito con el nombre de degeneración
gránulo-vacuolar.
Otro rasgo histológico descrito en el
cerebro de individuos ancianos es la existencia
de una marañas de fibrillas llamadas ovillos
neurofibrilares (ver Kat.zman y Terxy, 1992). El
núcleo de estos ovillos neurofibrilares está
formado por pares de filamentos helicoidales
que contienen proteínas tau (proteínas
asociadas a los microtúbulos) anormalmente
fosforiladas. Las proteínas tau son compo-
nentes normales de las neuronas, por lo que se
acepta que los ovillos neurofibrilares derivan
de las proteínas del citoesqueleto neuronal tras
un proceso de degeneración. Estos ovillos
aparecen fimdanientalmente en el citoplasma
de neuronas de la corteza cerebral frontal y
temporal y del hipocampo.
Junto a estas formaciones intracelulares, en
el cerebro de individuos viejos también se ha
descrito la presencia en el espacio extracelular
de placas neuríticas o placas seniles (Katzman
y Ten~y, 1992) Las placas seniles son
formaciones aproximadamente esféricas, con
un tamaño de entre 10 y 200 hm de diámetro,
que aparecen pnncipalmente en la corteza
cerebral y en el hipocampo. Están constituidas
por un núcleo de sustancia amioidea (el ¡3-
amiloide) rodeado por un anillo de fibrillas
(prolongaciones neuronales degeneradas) y de
células gliales. El ¡3-amiloide está formado por
un péptido (la proteína 13-amiloide) que se
sintetiza a partir de una proteína precursora (la
proteína precursora del ¡3-amiloide). Tanto la
proteína ¡3-amiloide como su proteína
precursora se sintetizan de fonna normal en
neuronas y células gliales, pero la proteína I~-
amiloide que forma parte de las placas seniles
está alterada de forma que se hace insoluble y
forma el núcleo en tomo al cual aparece la
placa senil.
1.2.2.1. AtroJiay muerte neuronal
Además de los cambios histológicos
descritos, durante el envejecimiento cerebral se
produce atrofla y muerte de neuronas en ciertas
regiones cerebrales (ver las revisiones de
Coleman y Flood, 1987 y Katzman y Teny,
1992).
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La atrofla neuronal descrita durante el
envejecimiento consiste en una disminución
progresiva del árbol dendritico de las neuronas
y de la densidad de espinas dendríticas y, como
consecuencia, del número de sinapsis de estas
neuronas (Coleman y Flood, 1987; Katzman y
Teny, 1992). Sin embargo, esta atrofla
neuronal no parece ocurrir en todo el cerebro
en las primeras fases del envejecimiento.
Algunos estudios han demostrado que durante
el envejecimiento cerebral normal se puede
producir un crecimiento dendritico como
respuesta a lapérdida de neuronas en la corteza
cerebral y el hipocampo (ver Coleman y Flood,
1987). En la rata, se ha descrito un aumento de
la longitud total del árbol dendritico de las
neuronas hasta edades de en tomo a los 21
meses seguida de una atrofla dendritica apartir
de los 27 meses (Coleman y Flood, 1987).
En relación con la muerte neuronal, varios
estudios han demostrado que existe una
disminución del número de neuronas en varias
áreas cerebrales pero no en otras (ver Coleman
y Fload, 1987). Por ejemplo, Mufson y Stein
(1980) han descrito una disminución en la
densidad de neuronas en la corteza frontal de
ratas de 24 meses de edad. También en la rata,
Landfleld et al. (1981) han demostrado una
disminución del 25% en la densidad neuronal
en el área CM del hipocampo entre los 13-15
y los 25-28 meses de edad.
En todo caso, los fenómenos de degenera-
ción y muerte neuronal parece que ocurren en
toda la corteza cerebral, pero ni con la misma
intensidad ni al mismo tiempo. Las regiones de
lacorteza más afectadas parecen ser laprefron-
tal y la parieto-temporal. También se produce
pérdida de neuronas en el hipocampo, en la
amígdala y en ciertas áreas subcorticales como
el locus coeruleus, la sustancía negra, la
suhs (anua innominata (núcleo basal de
Me~,iieil) y vados núcleos hipotalámicos (p. ej.
el núcleo supraquiasmático y el área preóptica
medial) (Coleman y Flood, 1987).
1.2.2.2. Envejecimiento y células gliales
Durante los últimos años los estudios sobre
la gUa han profundizado en el conocimiento del
papel que estas células pueden jugar en el
flincionanilento del Sistema Nervioso (se
puede consultar Yu eta!, 1990).
En relación con el envejecimiento, algunos
estudios han sugerido que el componente glial
del cerebro aumenta con la edad tanto en ratas
como en humanos (Teny, 1986; Hansen el aL,
1987; Vázquez el aL, 1992). También se ha
descrito un aumento relacionado con la edad de
la proteína glial fibrilar (un marcador de los
astrocitos) (O’Callaghan y Miller, 1991) y del
ARNm para esta proteína (Nichois et al., 1993)
en varias estructuras cerebrales incluyendo el
hipocampoy el estriado.
I3asándose en estas observaciones, se ha
sugerido que en el cerebro de individuos viejos
existe una hiperactividad gUa]. Sin embargo,
aún no está claro si esta hiperactividad glial es
sólo una respuesta secundaria a la atrofia y
muerte neuronal o si se puede asignar a la glia
un papel primano en el envejecuinento
cerebral.
1.2.3. Cambios bioquímicos
Los estudios bioquímicos sobre el enveje-
cimiento cerebral no son tan extensos como los
histológicos y sus resultados son contra-
dictorios, - probablemente como consecuencia
de la escasez de estudios realizados en áreas
cerebrales concretas. En todo caso, los cambios
bioquímicos descritos parecen relacionarse con
los cambios microscópicos ya mencionados.
En relación a los ácidos nucleicos, se ha
descrito un aumento del contenido cerebral de
ADN que podría deberse a la proliferación
glial. El contenido de ARI4 parece disminuir
con la edad en neuronas, pero se mantiene en
células gliales (ver p. ej. Marolta e aL, 1986 y
la revisión de Finch y Morgan, 1990).
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En lo que se refiere a las proteínas, se ha
descrito unadisminución del contenido de éstas
en el cerebro durante el envejecimiento, cifrada
en el 5-25% entre los 30 y 90 años en la
especie humana. Esta disminución del
contenido de proteínas en el cerebro podria ser
consecuencia de alteraciones en su síntesis, tal
y como sugiere la disminución paralela del
contemdo de ARN descrita en algunas
neuronas (p. ej. en neuronas que contienen
melatonma en sustancia negra y en neuronas
piramidales de la cortezay del hipocampo) (ver
Marotta et al., 1986 y Finch y Morgan, 1990).
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2. NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL
Los cambios histológicos y bioquímicos
que tienen lugar en el cerebro durante el
en4eJeclmtento pueden producir cambios en la
neurotransmisión. Por ejemplo, la atrofia
neuronal. que conlieva una disminución de la
densidad de espinas dendrítícas, puede
provocar alteraciones en la transmisión
nerviosa. Además, la alteración de la síntesis y
degradación de las proteínas pueden tener
multitud de consecuencias sobre la acción de
los neurotransmisores: por ejemplo a través de
la alteración de las enzimas que catalizan la
síntesis o la degradación de estos neurotrans-
misores o mediante los cambios que pueden
tener lugar en sus receptores.
Los estudios sobre las alteraciones que el
envejecimiento puede producir en diferentes
sistemas neurotransmisores son escasos.
Probablemente, los neurotransmisores más
estudiados en relación con el envejecimiento
son la acetilcolina, la doparnina y la
noradrenalina (ver p. ej. Pradhan, 1980;
Katzman y Teny, 1992). Las vías neurales más
afectadas por el proceso de envejecimiento
normal parecen ser las proyecciones que, desde
el núcleo basal de Meynert, inervan la corteza
cerebral (acetil-colína), las proyecciones que
van desde el locus eoeruleus a la corteza
cerebral (noradrenalina) y las proyecciones que
van desde la sustancia negra (par~compacta) al
estriado (dopamina).
En esta Tesis Doctoral nos ocupamos
específicamente de los efectos del envejeci-
miento sobre la neurotransmisión dopaminér-
gica, glutamatérgica y gabérgica, centrándonos,
esencialmente, en los estudios que se han hecho
en el estriadoy en lacorteza cerebral de larata.
2.1. DOPAMINA
2.1.1. Neurotransmisión dopaminérgica
La dopamina (DA), considerada en un
principio como un simple intennediario de la
síntesis de adrenalina y noradrenalina, fue
identificada como neurotransmisor en los años
60 (ver Molinoffy Axelrod, 1971). La investi-
gación acerca de la transmisión neural mediada
por DA aumentó rápidamente debido, en parte,
al descubrimiento de la iníplicación de la DA
en la enfermedad de Parkinson y en la
esquizofrenia (ver p. ej. Cóté y Cmtcher, 1991
yKandel, 1991).
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2.1.1.1. Metabolismo de la DA
La DA se sintetiza en el citosol de las
neuronas a partir de la tirosina mediante la
acción de las enzimas tirosina-hidroxilasa y
dopa-decarboxilasa La enzima limitante en
esta ruta de síntesis es la tirosma-hidroxílasa.
Esta enzima se encuentra en el citosol de las
neuronas catecolaminérgicas, requiere de la
presencia de 02, Fe2~ y el cofactor tetra-hidrobiopterina y es inhibida por su producto
(ver las revisiones de Weiner y Molinoff, 1989
y Cioldsteín, 1995).
La degradación de la DA se lleva a cabo
por medio de la acción de dos enzimas: la
monoamninoxidasa y la catecol-O-metil-
transferasa. La monoaminooxidasa es una
enzima intracelular que se encuentra localizada
en la cara externa de las mitocondrias y
degrada la DA citoplasmática que no está
almacenada dentro de las vesículas
presinápticas. La catecol-O-metiltransferasa es
una enzima prmcipalmente extracelular que, en
el Sistema Nervioso, degrada la DA liberada a
la hendidura sináptica (Weiner y Molinoff,
1989).
2.1. 1.2. Almacenamiento, liberación e
inactivación de la 1)A
La DA sintetizada en el citosol de la
neuronas es introducida en las vesículas
presinápticas a través de sistemas de transporte
acoplados a un gradiente de H* que es
mantenido por una ATPasa dependiente de
Mg2~ (Seiden et aL. 1993). Sin embargo, no
toda la DA neuronal se encuentra dentro de tas
vesículas: existe una pequeíia proporción de
DA libre en el citosol.
La DA vesicular es liberada de fonna
dependiente de Ca~ tras una despolarización
de la membrana neuronal. La DA que se
encuentra en el citoplasma puede ser liberada
de fonna independiente de C? mediante la
inversión del sentido del transporte de DA a
través de los sistemas transportadores que se
encuentran en la membrana de la terminación
nerviosa, aunque esta liberación independiente
de Ca2 no parece ser fisiológica (Leví y
Raiteri, 1993; Seiden eta!, 1993).
La mactwación de la DA liberada a la
hendidura sináptica se produce por captura a
través de sistemas de transporte dependientes
de Na y CF o por degradación de la misma
mediante la acción de la catecol-O-metil-
transferasa (Amara y Kuhar, 1993; Seiden el
aL, 1993).
2.1.1.3. Receptores dopaminérgicos
Clásicamente, y basándose en estudios
farmacológicos. se han descrito dos tipos de
receptores para la DA: los receptores Dl y los
receptores 02 (Kebabian y Calne, 1979).
Ambos son receptores acoplados a proteínas G.
La activación de los receptores Dl estimula la
adenilato-ciclasa y eleva, por tanto, la
concentración de AMIPc. La activación de los
receptores 02, en general, inhibe la adenilato-
ciclasa, aunque también pueden actuar a través
de la apertura de canales de K~, el bloqueo de
canales de Ca2’ y la inhibición de la ruta de los
fosfatidil-inositoles (ver Sibley y Momsma,
1992).
Los estudios moleculares han demostrado
la existencia de un mayor número de receptores
dopaminérgicos (ver p. ej. las revisiones de
Sibley y Momsma, 1992 y Civelli, 1995).
Hasta la fecha se han descrito seis tipos de
receptores dopaminérgicos: Dl, D2s, D21, D3,
04 y 05. A pesar de todo, estos receptores se
pueden seguir clasificando en base a los tipos
farmacológicos clásicos. Así, los receptores Dl
y 05 estimulan la adenilato-ciclasa y forman la
familia de receptores DI (se los denomina a
veces como DíA y 018 respectivamente). Por
otra parte, los receptores D2s, D21, 03 y 04
inhiben la adenilato-ciclasay forman la familia
8
Introducción
de receptores D2 (denominados a veces como
D2As, D2AI, D2By D2C respectivamente).
Farmacológicamente. los receptores Dl y
05 son equivalentes (el SKF-38393 y el
fenoldopam actúan como agonistas selectivos
en ambos y el SKF-83566 y el SCH-23390
actúan sobre ellos como antagonistas
selectivos>. La única diferencia conocida
actualmente entre ambos tipos de receptores es
su localización: ambos son postsinápticos, pero
los Dl se localizan en el estriado, el núcleo
accumbern y el tubérculo olfatorio mientras
que los 05 se encuentran en el hipocampo y el
hipotálamo (ver Sibley y Momsma, 1992).
En cuanto a la familia de receptores 02, el
N-0437 y la bromocriptina actúan como
agonistas selectivos en todos ellos; sin
embargo, el sulpiride y el YMO-91512 son
antagonistas selectivos de los receptores D2 y
D3, mientras que la clozapina actúa como
antagonista selectivo de los receptores 04. Por
otra parte, los D2 se encuentran, fundamen-
talmente, en el esiriado, el núcleo accumbens y
el tubérculo olfatorio, los D3 en el núcleo
accwnbens, el tubérculo olfatorio y el cerebelo,
y losD4 en la corteza frontal, la médula espinal
y el mesencéfalo (ver Sibley y Momsma, 1992
yfliazetat, 1995).
La presencia de receptores 03 en areas
cerebrales que reciben una inervación dopa-
minérgica pobre sugiere que estos receptores
podrían participar en acciones de la DA no
mediada por contactos sinápticos (ver liMar et
aL, 1995).
En general, los receptores 02 se pueden
localizar a nivel tanto pre como post-sináptico.
Los receptores 02 presinápticos (autorrecep-
tores) se encuentran en terminaciones
nerviosas, flmdamentalmente en las termina-
ciones dopaminérgicas, y no parecen estar
acoplados a proteínas O. Estos receptores
presinápticos regulan la síntesis y liberación de
DA (se puede consultar una revisión en Roth,
1984). Los receptores 02 postsinápticos sí
están acoplados a la adenilato-ciclasa a través
de proteínas O de forma que su activación
inhibe la adenilato-ciclasa.
2.1.1.4. Vías dopaminérgicas
Las príncipales vías dopaminérgicas del
cerebro de la rata (ver Bjñrklund y Lindvall,
1984) son las que forman los sistemas de
proyección mesoestriatal, mesolímbico y
mesocortical. Se originan en la sustancia negra
y el área venirotegmental del mesencéfalo y
proyectan a estriado, áreas límbicas y áreas de
la corten cerebral respectivamente.
Se han descrito otras vías dopaininérgicas
(verBjórklund y Lindvali, 1984) que van desde
hipotálamo dorsal y posterior hacia médula
espina]; desde zona incierta e hipotálamo peri-
ventricular a área preóptica e hipotálamo pe-
riventricular; desde sustancia gris periacue-
ductal y sustancia gris periventricular del
hipotálamo a sustancia gris periacuedultal,
tálamo medial e hipotálamo medial; y desde
núcleos arcuato y periventricular a pituitaria y
eminencia media.
Además de estas neuronas de proyección,
existen intemeuronas dopaminérgicas en bulbo
olfatorio y retina.
El más importante de todos estos sistemas
dopaniinérgicos es el mesoesiriatal. De hecho,
se ha calculado que el 80% de toda la DA
cerebral se encuentra en elestriado (ver Weiner
y Molinoff 1989).
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Fig. 1. Esquema de losprocesos relacionados con laneurotransmisión dopaminérgica. CDSíntesis de
doyamina (DA) a partirde tirosina (Tyr); la tirosina-hidroxílasa <271) es laenzima reguladora de esta nita
(.¿)Almacenmniento de DA en vesículaspresinñpticas. CI)Liberación de DA por exocítosís. unión de
la DA a los receptores DI produce un aumento de AMPe. La unión de la DA a los receptores D2
postsinápticos produce, en general, una disminución de AMPc. La activación de los receptores D2
presinápticos (autorrecepbores) regula la síntesisy liberación de DA. CrL0 inactivación de la DA se produce
por recaptación a través de transportadoresypor degradaciónpor la enzima extracelidar catecol-O-metil-
transíerasa (CO/vID. C~La DA recaptada es degradadapor la enzima monoamino oxidasa (MAO).
TERMINACIÓN
PRESINÁPTICA
Tyr
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2.1.2. Efectos del enve¡ecimiento sobre la
neurotransmisión dopammnérgíca
Probablemente, la vía mejor estudiada en
relación con el envejecimiento cerebral es la
proyección dopaniinérgica nigro-estriatal. Esto
se debe, en gran parte. al descubrimiento de
que la enfennedad de Parkinson se produce
como consecuencia de la muerte de las
neuronas de proyección de la sustancia negra,
con la consiguiente disminución del contenido
de DA en el estilado
2.1.2.1. Eféctos del envefecimiento sobre
la concentración de DA en muestras de
te/ido cerebral
La concentración de DA en muestras de
tejido cerebral es un buen indicador del estado
en que se encuentran los procesos de síntesis y
degradación de la DA y, por tanto, de la
cantidad de DA de que disponen las ternnna-
dones dopaminérgicas. Esta aproximación
metodológica ha sido muy utilizada para
estudiar el efecto del envejecimiento sobre la
neurotransmisión dopammérgica. Los resul-
tactos descritos son, sin embargo, contradic-
tonos.
En la rata, algunos autores han descrito una
disminución del contenido de DAen el estriado
durante el envejecimiento (Joseph el al, 1978;
Ponzio el al, 1982; Strong et al, 1982; Oiorgi
el a!, 1987; Stoessl et aL, 1989; Marsball y
Rosenstein, 1990); sin embargo, otros no han
detectado tales cambios (Ponzio el al, 1978;
Rose el al, 1986; Watanabe el al, 1987;
Godefroy el al., 1989).
Dado que existen trabajos que, utilinudo
técnicas, razas de rata y grupos de edad
similares, obtienen resultados opuestos y, a la
inversa, con técnicas, razas y edades diferentes,
vatios trabajos obtienen resultados similares,
no se puede apelar a estos factores como
causantes de la disparidad de estos resultados.
Por ello, estos datos no nos permiten, por sí
solos, dilucidar el efecto que el envejecimiento
tiene sobre lacantidad de DA en el estriado.
Por otra parte, se ha descrito una
disminución de la actividad de la enzima
tirosina-hidroxilasa en el estriado de la rata
durante el envejecimiento (Algeri el al, 1977;
Ponzio el a!, 1982) y una reducción similar de
la tasa de síntesis de DA (Ponzio el al., 1978;
Waianabe el a!, 1987; Marshall y Rosenstein,
1990). También se ha descrito una mayor
actividad de la enzima monoamino-oxidasa-B
en el estriado de ratas viejas (Strolin Benedetti
y Dostert, 1989). Estos datos sugieren que
existe una disminución real de DA en el
estriado durante el envejecimiento. Además,
esta hipótesis se ve apoyada por la disminución
del número de neuronas durante el enve-
jecimiento descrita en la sustancia negra (donde
se encuentran los cuernos celulares de la
terminaciones dopaminérgicas del estriado)
(Sabel y Stein, 1981).
En el humano, también se ha descrito una
pérdida de neuronas en la sustancia negra,
(Coleman y Flood, 1987) y una disminución de
la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa
(MeGeer el al., 1971). Sin embargo, cuando se
estudia el contenido de DA en el estriado los
resultados vuelven a ser contradictorios,
describiéndose tanto reducciones del contenido
de DA durante el envejecimiento (Adolfsson el
al, 1979) como mantenimiento del contenido
de DA a lo largo de la edad (Robinson et al,
1977; MacKay et al, 1978; se puede consultar
la revisión de Katzman y Teny, ¡992).
2. 1.2.2. Efectos del enve¡ecbrnento sobre
la liberación de 1)A
Hay pocos trabajos que hayan estudiado las
concentraciones cerebrales de DA en condi-
ciones basales. En el estilado, varios trabajos.
utilizando técnicas in varo e itt vivo, no han
detectado cambios significativos de las
concentraciones extracelulares de DA con la
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edad (Diuzen cí aL, 1991; Venero el al?, 1991;
Kametani eta!, 1995).
La liberación de DA inducida por altas
concentraciones de < se ha utilizado como
modelo para estudiar la capacidad de las
terminaciones dopaminérgicas para liberar DA.
Durante elenvejecimiento, se ha descrito que la
liberación in viti-o (Thompson el aL, 1981;
Joseph eta!, 1988) e in vivo (Kametani el al,
1995) de DA inducida por 1< sc mantiene sin
cambios en el estilado de animales viejos.
Otros autores, sin embargo, han descnto
disminuciones con la edad de la liberación de
DA inducida por K (Rose el al, 1986; Dluzen
el aL, 1991; Friedemann y Gerhardt, 1992;
Dobrev el a!, 1995). Por otra parte, Rose el al
(1986), utilizando técnicas itt vivo han descrito
una disminución de la liberación de DA tras
estimulación con K heterogénea en la muestra
de animales de experimentación utilizados.
Estos autores describen dos grupos diferentes
de animales viejos: uno de ellos no muestra
cambios en cuanto alaliberación estimulada de
DA, mientras que el otro muestra una dismi-
nución de ésta, lo cual pone de manifiesto una
vez más la variabilidad entre individuos del
proceso de envejecimiento cerebral.
De forma similar a lo que ocune con la
concentración de DA en el tejido cerebral, la
existencia de varios trabajos de diferente
metodología en uno y otro grupo de resultados
descartan la posibilidad de imputar a factores
metodológicos la existencia de datos contra-
dictorios. Ello nos impide determinar de forma
clara el efecto del envejecimiento sobre la
liberación de DA.
2.1.23. Efectos del envejecimiento sobre
los sistemas transportadores de DA
La aplicación de anfetamina ha sido
utilizada como método para estudiar la
capacidad de las terminaciones dopaminérgicas
de liberar DA. Sin embargo, la anfetamina
produce una liberación de DA citoplasmática
que es independiente de Ca2 ‘,por lo que estos
estudios nos informan más del estado de los
sistemas de trasporte de DA y de la capacidad
de síntesis de DA que de los mecanismos de
liberación vesicular de DA.
En el estriado, varios trabajos han descrito
una menor liberación de DA tras la
administración de anfetamina en animales
viejos (Dluzen el al, 1991; Kametani el aL,
1995), aunque también existe un trabajo que no
detecta tales cambios (Thompson eta!, 1981).
En un extenso trabajo utilizando técnicas in
vi1ro, Dobrev el al (1995) han descrito vanas
modificaciones en la liberación de DA en
animales viejos. Así, la aplicación de
verairidina produce una liberación de DA
mayor en animales viejos que en animales
jóvenes. Esta liberación de DA no se vió
afectada en animales jóvenes por la tratamiento
previo de reserpina (lo que indica que tal
liberación no es vesicular) pero si en animales
viejos. Por otra parte, la liberación de DA
inducida por K> fue menor en animales viejos,
sin embargo, la ouabaína (inhibidor de la
bomba N& -K~-ATPasa) disminuyó esta
liberación de DA en los animales jóvenes
(como cabía esperar) pero aumentó la obtenida
en animales viejos. Estos resultados han hecho
sugerir a los autores la hipótesis de quedurante
el envejecimiento podría existir una dismi-
nución de la liberación vesicular de DA
(dependiente de Ca2j, acompañada de un
aumento de la liberación citosólica de DA
(independiente de Ca2) (Dobrev el aL, 1995).
Esta hipótesis, sin embargo, no estaría de
acuerdo con los resultados obtenidos por otros
en los que la anfetamina induce una liberación
de DA similar o menor en animales viejos (ver
más arriba).
Por otra parte, los trabajos que han
estudiado directamente el número de transpor-
tadores de DA y su afinidad por la DA no han
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detectado cambio alguno a lo largo de la edad
en el estriado de la rata (Thompson el a!,
1981; Strong el aL, 1984; Marshall y Alter,
1986).
En el humano, estudios realizados itt vivo
han descrito una disminución del número de
transportadores de DA durante el envejeci-
miento en el cuerpo estriado (Volkow ci a!,
1994; Van Dyck el a! ¡995).
2.1.2.4. Efectos del enve/ecimiento sobre
los receptores dopaminérgícos
Uno de los hechos mejor establecidos en
relación con el efecto del envejecimiento sobre
la neurotransmisión dopaminérgca es la
disminución de la densidad de receptores
dopaminérgicos 02 en el estriado. Este hecho
se ha observado tanto en animales de
experimentación como en humanos, indepen-
dientemente de las técnicas utilizadas (verp. ej.
Joyce eta!, 1986, Hyitel, 1987, Morgan eta!,
1987; 1-lan el a!, 1989; Morelli et a!, 1990;
Rinne el al., 1990; Murray y Waddington,
1991; Antononí ci a!, 1993 y la revisión de
Joseph el a!, 1990).
En relación con los receptores dopami-
nérgicos DI, existen datos controvertidos (se
puede consultar una discusión de esta
controversia en Joseph el a!, 19%). Así,
algunos autores han descrito una disminución
del número de receptores Dl durante el
envejecimiento paralela a la que ocurre con los
receptores 02 (p. ej. Giorgi el cl., 1987; Hyttel,
1987; Morelli eta!, 1990); sin embargo, otros
autores describen que el número de receptores
Dl no cambia durante el envejecimiento (p. ej.
Rinne, 1987; O’Boyle y Waddington, 1984 y
Muaayy Waddington, 1991).
En todo caso, se ha sugerido que la
disminución del número de receptores
dopaminérgicos durante el envejecimiento se
podría producir como consecuencia tanto de la
muerte de neuronas que expresan estos
receptores como de la disminución de la
síntesis de receptores dopaminérgicos en las
neuronas supervivientes (Mesco el al, 1991;
Giorgí el al.. 1992; ver la revisión de Joseph el
a!, 1990).
2.1.2.5. Acerca del efecto del
envejecimiento sobre la
neurotransmísión dopaminérgica
Todos los datos aquí revisados se refieren
al estado de la neurotransmisión dopaminérgica
en el estriado, no sólo por ser el estriado el área
cerebral donde se concentra la mayor parte de
la DA, sino, sobre todo, por la ausencia de
trabajos en otras áreas del cerebro.
De los datos revisados podría sugerirse que
el envejecimiento produce una alteración de la
neurotransmisión dopaminérgica en el estriado
fundamentalmente a nivel postsináptico,
produciendo una disminución del número de
receptores de DA. A nivel presináptico, la
disminución del número de neuronas descrita
en la sustancia negra parece tener como
consecuencia una disminución de la capacidad
de liberar DA por parte de las terminaciones
dopaminérgicas del estilado, probablemente
por una disminución en la síntesis de DA,
aunque este hallazgo no está bien confirmado.
Efectos del envejecimiento sobre la
neurofrwzsmi¶ión dopa>ninhTjca en el auñado
de ¡a rata
• Disminuciónde lasíntesis de DA
• Disminución de la concentración de DA (7)
• Conservación de la capacidad de liberar DA en
condiciones basales
• Disminución de la capacidad de liberar DA
tras estimulación con K (7)
• Conservación del número de transportadores
de DA y de su afinidad por la DA
• Disminucióndel número de receptores D2
• Disminución deJ número de receptores Dl (7)
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Se ha sugerido que la alteración de la
neurotransmisión dopaminérgica que se
produce durante el envejecimiento está impli-
cada en las alteraciones motoras y cognitivas
que se observan en los individuos viejos (ver p.
ej. Murray y Waddington, 1991 y Arnsten,
1993).
2.2. ACIDO GLUTAMICO
2.2.1. Neurotransmisión glutamalérgica
El ácido glutámico (GLU) es el neurotrans-
misor excitador más abundante en el Sistema
Nervioso de los mamíferos. Sus efectos
excitadores fueron descritos en los años 50, al
observar que su aplicación tópica sobre la
corteza cerebral producía actividad convulsiva
(Hayashi, 1952) y que su aplicación ionto-
forética producía despolarización de neuronas e
incremento de la frecuencia de potenciales de
acción (Curtis ci a!, 1959). Actualmente, se
considera bien establecido que el GLU cumple
el papel de neurotransmisor en la mayoría de
las sinapsis excitadoras rápidas del Sistema
Nervioso Central (se pueden consultar las
revisiones de Fagg y Foster, 1983; Fonnum,
1984; Cotman el al., 1987; Nicholls, 1993;
Orrego y Villanueva, 1993).
2.2.1.1. Metabolismo del <tU
El GLU puede ser sintetizado en el Sistema
Nervioso a través de multitud de rutas (a partir
de glutamina -GLN-, a-cetoglutarato,
proteínas, arginina, ornitina o prolina) siendo
sus principales precursores laglucosa y la GLN
(Eonnum, 1993). Actualmente se considera que
la síntesis de (JLU en el Sistema Nervioso
ocurre, principalmente a partir de la GLN por
acción de la enzima glutaminasa (Bradford el
a!, 1978: Fonnum, 1993). También existe una
rata de síntesis a partir del a-cetoglutarato
catalizada por la aspartato aminotrausferasa
(Bradford 1988; McOeer y McQeer, 1989;
Fonnuin, 1993).
La glutamínasa es unaenzima mitocondrial
que se encuentra mayoritariamente en las
terminaciones nerviosas de las neuronas
glutamatérgicas, aunque se puede localizar en
otros tipos celulares (Fonnmn, 1993). La
enzima glutaminasa está regulada princi-
palmente mediante inhibición por su producto
(Bradford, 1978); puede activarse por fosfato y
Ca2 es decir, por el incremento de la actividad
en la terminación nerviosa, y puede ser inhibida
por Nl-Ii yH~(Fonnum, 1993).
El catabolismo del GLU se realiza
principalmente por oxidación a través del ciclo
de Krebs o por conversión del OLU en OLN
mediante la enzima glutamina sintetasa
(Fonnum, 1993). La glutamina sintetasa se
encuentra localizada casi exclusivamente en la
astroglía (Martínez-Hemández, 1977), si bien
no se puede excluir una pequeña actividad de
esta enzima en neuronas (Fonnum, 1993).
El metabolismo del GLU en el Sistema
Nervioso se encuentra, por tanto, separado en
dos compartimentos celulares: por un lado las
tennuiaciones nerviosas y por el otro las células
gliales. Así, el GLU es sintetizado en las tenni-
naciones nerviosas y, tras su liberación al
espacio sináptEo, es captado en su mayoría por
las células gliales, donde es convertido en GLN
mediante la enzima glutainina sintetasa. Una
vez sintetizada, la OLN difunde al espacio
extracelular, de donde es captada por las
neuronas glutamatérgicas a través de
transportadores de baja afinidad, utilizándose
para la síntesis de GLU (Fonnum, 1993).
2.2.1.2. Almacenamiento, liberación e
inacíivación del (tU
El OLU sintetizado en la terminación
nerviosa es almacenado en vesículas sinápticas.
El mecanismo de transporte vesicular de GLU
es independiente de Nat y está acoplado a un
gradiente de H~ que es generado por una
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ATPasa dirigida hacia el mtenor de la vesícula
(Naito y Ueda, 1985, N¡cholls, 1993).
También existe un almacén de GLU en
citoplasma
La liberación sináptica Ca2’ -dependiente de
GLU tras estimulación química o eléctrica se
ha demosirado in vitro (Fonnuni, 1984;
Nicholís, 1989). Estudios en sinaptosomas han
demostrado que esta liberación se produce por
exocitosis y no por salida directa desde el
citoplasma (Nicholls, 1989).
La inactivación del GLU liberado al
espacio smápbco se produce mediante la
introducción de éste en las terminaciones
nerviosas y en los astrocitos circundantes a
través de sistemas de captación de altaafinidad
y dependientes del gradiente de Na~ y
(Nicholls, 1993). De estos dos componentes
celulares, el glial es el que capta la mayoría del
GLU liberado (Rothstein el al, 1996): se ha
calculado que, en el estriado, el 80% del GLU
es captado por los transportadores localizados
en las células gliales (Rothstein cial, 1996).
Hasta la fecha se han donado tres
transportadores de membrana de alta afinidad
para el GLU (ver la revisión de Attwell y
Mobbs, 1994). En todo caso, los tres parecen
tener el mismo mecanismo de acción: la
entrada de cada molécula de OLU se
acompaña de la entrada de 2 moléculas de Na~
y de la salida de 1 molécula de K y otra de
ORo de HCO<.
El transporte de OLU puede invertirse
cuando la concentración extracelular de K es
elevada o cuando se disipa el gradiente de Nat
(p. ej. con veratridina), produciéndose una
liberación de GLU que es independiente de
Ca2 Este tipo de liberación se ha demostrado
iii vi/ro (Nicholís, 1989; Attwell el a!, 1993).
Iii vivo, experimentos realizados en nuestro
laboratorio han mostrado la liberación de GLU
a través de transportador (del Arco el a!, y
Segovia el al, datos no publicados).
Actualmente se discute que la liberación de
GLU a través de su transportador pueda ser un
componente importante de la liberación
fisiológica de OLU, aunque si parece claro que
el aumento de la concentración extracelular de
GLU observado en determinadas condiciones
patológicas (p. ej. en isquemia), podría
explicarse también por la liberación de GLU a
través de estos sistemas transportadores
(Nicholís y Atrwell, 1990; Levi y Raiteri, 1993;
Nicholls, 1993).
2.2.1.3. Receptores glutamatérgicos
Los estudios fannacológicos y moleculares
han permitido demostrar la existencia en el
Sistema Nervioso de receptores glutamatér-
gicos de dos clases: receptores ionotrópicos y
receptores metabotrópicos.
Los receptores glutamatérgicos iono-
trópicos son canales íonicos. Farmacológi-
camente se han descrito tres tipos de receptores
ionotrópicos para el GLU en función de su
diferente afinidad por sustancias: los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores
a-am¡no-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propio-
nato (AMPA), y los receptores kainato (KA)
(Farooqui y Horrocks, 1991; Nakanishi, 1992;
Sprengel y Seeburg, 1993).
El receptor NMDA es un canal iónico
selectivo para el Ca~ regulado por múltiples
sitios de unión. Se han descrito sitios de unión
especificos para el GLU o sus agonistas; para
glicina; para cationes, en el interior del canal,
donde el Mg2~ puede unirse y bloquear el flujo
de iones; para penciclidinas; para poliaminas;
para el Zn2’ (distinto del de Mg2j; para H y
un sitio redox (Farooqui y Horrocks, 1991;
Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann,
1994).
Los receptores NMDA poseen una elevada
permeabilidadpara el Ca2~, pueden activarse de
forma prolongada y pueden serbloqueados por
Mg2~ dependiendo del voltaje de la membrana
(Nakanishi, 1992; Sprengel y Seeburg, 1993).
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Sus propiedades indican que el receptor
NMDA puede actuar como un detector de
coincidencia molecular: su activación depende
de la existencia simultánea de actividad
presináptica (liberación de GLU) y
postsináptica (despolarización). Debido a esto.
el receptor NMDA ha sido implicado en
procesos tales como aprendiz~je, memoria y
coordinación motora Por otra parte, esas
mismas propiedades también sugieren que el
receptor NMDA podría participar en la muerte
neuronal inducida por la presencia de altas
concentraciones de GLU en el espacio
extracelular (Farooqui y Horrocks, 1991;
Sprengel y Seeburg, 1993).
Los receptores AMPA son canales iónicos
independientes de voltaje, de cinética rápida y
con permeabilidad selectiva para cationes
monovalentes (Nat, Kl). Se considera que el
receptor AMPA es el responsable de la
transmisión excitadora rápida mediada por
GLU y de la activación del receptor NMDA
por desbloqueo del canal iónico como
consecuencia de la despolarización. Por esto
último se comprende que su distribución en el
Sistema Nervioso Central sea muy similar a la
del receptor NMDA: ambos se encuentran en
alta concentración en la corteza cerebral, el
hipocampo, el estriado y el tálamo (Farooqui y
Hoaocks, 1991; Sprengel y Seeburg, 1993).
Los receptores KA presentan, como los
receptores AMPA, una alta penneabilidad para
cationes monovalentes (Nat, K~) (Earooqui y
Horrocks, 1991; Sprengel y Seeburg, 1993).
En realidad, varios estudios han mostrado que
el KA puede actuar tanto sobre receptores KA
como sobre receptores AMPA. El papel
fisiológico de estos receptores KA es incierto.
Se ha sugerido su participación en la
transmisión excitadora rápida. Su localización
es complementaria a la de los receptores
NMDA y AMPA, si bien parecen estar
presentes en todos los circuitos neuronales del
Sistema Nervioso Central (Nakanishi, 1992;
Sprengel y Seeburg, 1993).
Los receptores glutamatérgicos metabo-
trópicos, por su parte, actúan acoplados a
distintos efectores celulares a través de
protemas G. Se han donado hasta 8 tipos
diferentes de estos receptores (mGluRI-8) a los
que se ha agrupado en tres familias en función
de la afinidad por diferentes agonistas y de los
segundos mensajeros ligados a su activación
(Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn, 1993;
Hollmann y Heinemann, 1994; Nakanishi,
1994; Pm y Duvoisin, 1995):
- los receptores mOluR 1 y 5 responden
mejor al quisqualato y su estimulación
aumenta la síntesis de inositoles infosfato
y, por tanto, la concentración intracelular
de Ca2~ por movilización de las reservas
internas de este catión; se ha descrito
también el amnento de los niveles de
AMPc y de ácido araquidónico por
activación del receptor mOluR 1;
- los receptores mGluR2 y 3 responden
mejor al trans-l-aminociclopentano-1,3-
dicarboxilato y su estimulación inhibe la
formación de AMPe;
- los receptores mGluR4, 6 y 7 responden
mejor al 2-amino-4-fosfonobutirato y su
estimulación también inhibe la sintesis de
AMPc.
Los receptores mGluR8 son de dificil
clasificación: algunos autores los incluyen
dentro del grupo de los receptores mOluR2-3
(Nakanishi, 1994) y otros dentro del grupo de
los receptores mOluR4-6-7 (Pm y Duvoisin,
1995).
En general, se ha asignado alos receptores
metabotrópicos un papel predominantemente
modulador de la neurotransmisión (Baskys,
1992; Nakanishi, 1992). La activación de estos
receptores puede producir despolarización
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(Schoepp y Conn, 1993); sin embargo, en
función de los distintos efectores celulares a los
que estén acoplados, sus efectos pueden ser
tanto excitadores como inhibidores. De hecho
se ha descrito un aumento de las corrientes de
CF y de K4 tras activación de receptores
metabotrópicos que provoca una reducción de
la excitabilidad neuronal (Schoepp y Conn,
1993; Hollmann y Hememann, 1994).
La activación de receptores giutama-.
térgicos metabotrópicos puede inhibir la
transmisión glutamatérgica. Este efecto está
mediado, probablemente, por autorreceptores
presinápticos del tipo mGluR4 (que fUeron
considerados hace años como un tipo diferente
de receptores glutamatérgicos: los receptores 2-
amino-4-fosfonobutirato -AP4-), mGluR2 y
mGluR3 (Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn,
1993; Holimann y Heinemann, 1994).
2.2.1.4. Vías glutamatérgicas
Las neuronas glutamatérgicas están
distribuidas ampliamente en todo el Sistema
Nervioso Central, principalmente en el
telencéfalo, donde la mayoria de las
proyecciones corticales contienen GLU (ver las
revisiones de Fagg y Foster, 1983 y Cotman el
al, 1987). Las vías glutamatérgicas son
flincionalmente heterogéneas, debido a la
diferente distribución de los receptores
glutamatérgicos. Por ejemplo, las vías que usan
receptores NMDA están vinculadas a procesos
de plasticidad sináptica e integración sensorial,
mientras que las que usan receptores AMPA o
KA lo están a la transmisión excitadora rápida
(Colman eta!.. 1987).
Las vías glutamatérgicas mejor conocidas
son las proyecciones córtico-fligales que, desde
corteza, llegan a estriado, tálamo y núcleos del
tronco cerebral (ver la revisión de Cotman el
al, 1987).
También han sido descritas vías
giutamatérgi~ tálamo-corticales y córti ca-
corticales, éstas últimas fundamentalmente en
el hipocampo. Son glutamatérgicas, por
ejemplo, la vía entorrino-cortical (vía
perforante), las fibras comisurales, las fibras
musgosas y las colaterales de Schaffer (Fagg y
Foster, 1983; Fonnum, 1984; Cotman et al,
1987).
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Fig 2. Esquema de ¡os procesos relacionados con la transmisión gíníamatérgíca Ci)Síntesis de ácido
glutánico (GUI) a partir de glutamina (GLAQ, reacción catalizadapor la g~utaminasa (Gín-asa). El GLU
tambiénpuede ser sintetizado apartir de glucosa (Gluc) (¡‘ir: piruvato). (.&Almacenamiento de GLUen
vesiculaspresinápeicas. (J) Liberación de GLUpor exocUosi& ®La unión del GLUa las receptoresAMPAy
AA produce la entrada de N~t en la neumnapostsináptica. La unión del GLUa losreceptores NAdVA
produce la entrada de Ca en la neuronapostsináptica La activación de los receptores metabotrópicos
(mGlu.R)postsinápticosproduce un aumento del inositol tr~fosfato (1P3). la activación de losmGlu-R
presinápticos produce una disminución de AMPc. (9 La inactivacián del GLUse produce por recaptación a
través de transportadoressituados en las lenninacionespresinápticasy en lascélulas guaJes. (~)El GLU
recaptadopor las célulasgliales es transfrnnado en CHINa través de la acción de la glutamina sintetasa (Gín..
s). La GLNglial es liberada al espacio extracelui’ary captadopor las terminacionespresinápuicasy utilizada
parasintetizar GLU
GIuc—. Pir
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2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
la neurotransmisión glutamatérgica
2.2.2.1. Efectos del envejecimiento sobre
la concentración de CL U en muestras de
tejido cerebral
Los primeros estudios sobre el efecto del
envejecimiento en la neurotransmisión gluta-
matérgica se hicieron analizando el contenido
de GLU en muestras de tejido cerebral (en lo
que sigue acerca del efecto del envejecimiento
sobre la neurotransmisión glutamatérgica, se
puede consultar Porras y Mora, 1996 o la
revisión de Porras y Mora, de próxima
aparición).
En la corteza cerebral, cuando es analizada
sin distinguir entre áreas, la mayoria de los
estudios han mostrado un menor contenido de
(RU en animales viejos en comparación con
animales adultos jóvenes (Davis y Himwich,
1975; SIrolin Benedetti el aL, 1990, 1991;
SaransaariyOja, 1995).
Cuando la corteza cerebral es analizada
separándola en áreas diferentes de acuerdo a su
estructura, se observa que el efecto del
envejecimiento sobre el contenido de GLIJ es
diferente en cada una de ellas. Por ejemplo,
algunos trabajos describen cantidades menores
de OLU en la corteza frontal de animales viejos
en comparación con animales jóvenes (Dawson
el aL, 1989; Wallace y Dawson, 1990)
mientras que otros no detectan diferencias en el
contenido de GLU en cortezas parietal o
temporal entre animales viejos y jóvenes
(Fomieles el aL, 1986; Banay-Schwartz et al,
1989). Incluso dentro de la corteza frontal se ha
descrito una disminución de GLU con el
envejecimiento en la corteza prefrontal medial
pero no en las subdivisiones sulcal y dorsal de
la corteza prefrontal (Fomieles el aL, 1986).
En el estriado los resultados descritos en la
bibliografia son contradictorios: se han descrito
disminuciones (Strolin Benedetti et aL, 1990,
1991), ausencia de cambios (Dawson el al,
1989; Wallace y Dawson, 1990, Saransaan y
Oja, 1995) y aumentos (Donzanti y Ung, 1990)
de la concentración de OLU durante el
envejecimiento.
En el hipocampo, sí parece existir una
concentración de OLIJ menor en animales
viejos en comparación con animales jóvenes
(Banay-Schwartz cí al, 1989; Strolin Benedetti
et al. 1990, 1991; Saransaari y Oja, 1995).
Existe un trabajo en el que no se detectan
cambios en la concentración de GLU durante el
envejecimiento en el hipocampo (Dawson y
Wallace, 1992). Sin embargo, este trabajo está
hecho con ratas de raza Long-Evans cuya
longevidad es mayor que las de raza Wistar y
Fisher-344 (ver Coleman y Flood, 1987), por
lo que es posible que los cambios debidos al
envejecimiento se detecten en estos animales a
edadesmás avanzadas.
En otras estructuras cerebrales, los resul-
tados obtenidos al cuantificar la concentración
de GLU durante el envejecimiento son contra-
dictorios. Por ejemplo, en el núcleo accwnbens
se han descrito ausencia de cambios (Donzanti
y Ung, 1990) o disminuciones del contenido de
GLU(StrolinBenedettietaí, 1990, 1991)yen
la sustancia negra se han descrito aumentos
(Donzanti y Ung, 1990), ausencia de cambios
(Banay-Schwartz el al., 1989) y disminuciones
(Strolin Benedetti el aL, 1990, 1991) del
contenido de (RU.
Las disminuciones de la concentración de
GLU en la corten cerebral, específicamente en
lacorteza frontal y en el hipocampo durante el
envejecimiento parecen bien establecidas.
AdemÁs, concuerdan con los resultados de los
trabajos que analizan el número de neuronas a
lo largo del envejecimiento. De hecho se ha
descrito muerte de neuronas durante el
envejecimiento en la corteza cerebral (Knox,
1982; Heumami y Leuba, 1983; Peters el al,
1987), específicamente en la corteza frontal
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(Mufson y Stein, 1980), y en el hipocampo
(Brizzee y Ordy, 1979; Landfield el aL, 1981).
En estas estructuras, lamayoría de las neuronas
son glutamatérgicas, por lo que la disminución
de la concentración de OLU puede ser
consecuencia de lamuerte neuronal que ocurre
durante el envejecimiento.
El análisis de la concentración de GUi en
muestras de tejido, sin embargo, no es un buen
indicador del estado de la neurotransmisión
glutamatérgica. ya que el QLU es un
aminoácido que forma parte de proteínas y que
interviene en multitud de rutas metabólicas.
Así, una alteración en la concentración tisular
de GLU podría reflejar cambios en rutas
metabólicas en las que interviene el GLU pero
que no están relacionadas con la neuro-
transmisión. Para estudiar el estado de la
neurotransmisión glutamatérgca con el enveje-
cimiento es necesario estudiar parámetros más
directamente relacionados con la función
neurotransmisora del GLU: por ejemplo, la
concentración extracelular de GLU, la
liberación de GLU inducida por agentes
despolarizantes y los transportadores y recep-
tores de OLU.
2.2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
la liberación de GLU
En la corteza cerebral, la mayoría de los
estudios han demostrado que no existen
cambios a lo largo de la edad en la liberación
de GLU en condiciones basales. Esta ausencia
de cambios durante el envejecimiento se ha
descrito tanto en estudios itt vitro como en
estudios itt vivo independientemente de la
especie utilizada (ratas y ratones), del área
cerebral estudiada (cortezas frontal, parietal y
occipital) y de la raza de animal utilizada (ratas
Wistar, Long-Evans y Fisher-344) (Dawson el
al., 1989; Cobo el aL, 1992; Dawson y
Wallace, 1992; Cobo eta!, 1993; Porras el aL,
1993; Palmer et aL, 1994; Sánchez-Prieto el
al., 1994; SaransaanyOja, 1994, 1995)
En la corteza cerebral, la liberación de
GLU inducidapor agentes despolarizantes tales
como o 4-aminopiridina, tampoco parece
cambiar durante el envejecimiento (Dawson el
aL, 1989; Pairner et al., 1994; Sánchez-Prieto
el aL, 1994; Saransaari y Oja, 1994), aunque
existe un trabajo que describe que la liberación
de GLU inducida por es mayor en ratones
viejos (Saransaari y Oja, 1995). Sin embargo,
cuando se han analizado reas determinadas de
la corteza se han encontrado algunos cambios.
Por ejemplo, en la corteza temporal se ha
descrito una liberación de GLU inducida por
mayor en animales viejos que en animales
jóvenes (Meldnmi el aL, 1992). En la corteza
prefrontal se ha descrito una disminución de la
sensibilidad al estimulo eléctrico en animales
viejos (Cobo eta!, 1993).
En el estriado, la mayoria de los estudios
muestran que la concentración de GLU en
condiciones basales (Sánchez-Prieto el al.,
1994; Saransaari y Oja, 1995) o tras
estimulación (Freeman y G¡bsow 1987;
Sánchez-Prieto et al, 1994, Donzanti ez aL,
1993; Saransaari y Oja, 1995) no cambia
durante el envejecimiento. Sin embargo, existe
una publicación que describe una
concentración basal de GLU mayor en
animales viejos (Freeman y Gibson, 1987). Es
posible que las diferencias en estos resultados
se deban a que los cambios causados por el
envejecimiento se produzcan en ciertas
regiones del estriado pero no en otras. En este
sentido, se ha descrito un aumento de la
concentración basal de GLU durante el
envejecimiento en el estriado lateral pero no en
el estriado medial de la rata (Donzanti el a!,
1993).
En otras áreas cerebrales también se ha
estudiado la liberación de GLU con el
envejecimiento. Por ejemplo, en el hipocampo
se ha descrito una concentración exiracelular de
GLU en condiciones basales mayor en
animales viejos que en animales jóvenes
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(utilizando ratonesy ratas> (Freeman y (libson,
1987; Meldrum el aL, 1992), aunque
Saransaari y Oja (1995) describen una menor
concentración de GLU en ratones viejos.
También son controvertidos los resultados
obtenidos cuando se induce la liberación de
QLU por K~: algunos autores muestran que es
mayor en animales viejos (Meldrum et a!,
1992; Saransaari y Oja, 1995), pero otros
autores no detectan tales cambios (Freeman y
(3ibson, 1987). Todos estos estudios se han
hecho con métodos itt vflro. Hasta la fechano
existen trabajos publicados sobre la liberación
itt vivo de GLU en el hipocampo durante el
envejecimiento
2.2.2.3. Efectos del envejecimiento sobre
los sistemas transportadores de GL U
Los trabajos que estudian la capacidad de
recaptar GLU por parte de las neuronas y las
células gliales en relación con el proceso de
envejecimiento ofrecen resultados contradic-
torios.
En la corteza cerebral y en el estriado se
han descrito tanto disminuciones (Wheeler,
1980; Price ex aL, 1981; Wheeler y Oxido,
1986; Najlerahim ex al., 1990; Saransaari y
Oja, 1995) como aumentos (Strong el aL,
1984) o ausencia de cambios (Dawson el a!,
1989; Palmer eta!, 1994) de la capacidad de
recaptación de GLU durante el envejecimiento.
Las diferencias entre estos resultados podrían
deberse a que existan disminuciones reales del
número de transportadores de GLU compen-
sadas por un aumento de la afinidad de estos
transportadores, tal y como se ha sugerido
recientemente (Saransanrí y Oja, 1995). Por
otra parte, todos estos trabajos están hechos
utilizando métodos in vitro, sobre todo
preparaciones de sinaptosomas (terminaciones
nerviosas), que no incluyen células gliales. Sin
embargo, el (RU liberado al espacio sináptico
es captado fundamentalmente por las células
gliales (Rothstein el al., 1996). Por tanto, los
cambios descritos en algunos de estos trabajos
no son expresión fiel de lo que ocune en los
mecanismos de recaptación del GLU. De
hecho, un cambio en la capacidad de
recaptación de GLU por parte de las
temxinaciones nerviosas podría ser
compensado por cambios en sentido contrario
en el componente glial, por ejemplo con el
aumento del número o de la capacidad
funcional de los astrocitos. De hecho, algunos
trabajos han descrito tales cambios en la glia
durante el envejecimiento (Teny, 1986;
Vázquez ex aL, 1992). Esta posibilidad se ve
apoyadapor los resultados obtenidos utilizando
cortes de tejido cerebral, que incluyen tanto
neuronas como células gliales, y que han
descrito el mantenimiento de la capacidad de
recaptación de (RU durante el envejecimiento
(Dawson et aL, 1989).
Es interesante subrayar que todos los
trabajos que han estudiado la capacidad de
recaptación de GLU en el hipocampo han
demostrado también el mantenimiento de estos
sistemas durante el envejecimiento (Gilad el
aL, 1990; Najlerahim el a!, 1990; Paliner el
al., 1994).
2.2.2.4. Efectos del envejecimiento sobre
los receptores glutamatérgicos
Uno de los resultados mejor establecidos
en relación con el estado de la neuro-
transmisión giutamatéwjca durante el envejeci-
miento es la disminución de receptores glula-
niatérgicos NMDA. Esta disminución se ha
descrito en la mayoría de las áreas corticales,
en el hipocampo y en el estriado (Peterson y
Colman, 1989; Miyoshieta!, 1991;Tamaruet
aL, 1991; Wenk el al, 1991, CohenyMúller,
1992; Cimino el aL, 1993; Magnusson y
Colman, 1993a, 1993b; Castorina el aL, 1994;
Sena el a!, 1994). Estos resultados se han
repetido independientemente de la especie
animal y de la raza estudiadas (ratas Wistar y
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Fisher-344; ratones BALB/c, CS7B1 y NMRI),
así como de la técnica utilizada
Junto a la disminución de la densidad de
receptores NMDA se han descrito otros
cambios en este receptor durante eí enve-
jecimiento. Por ejemplo, se ha descrito una
disminución de la respuesta postsináptica tras
la estimulación del receptor NMI)A (Baskys el
aL, 1990; Gonzales el a!, 1991; pero ver
también Serra el al., 1994), aunque también un
aumento de la afinidad del receptor NMDA
por el GLU (Cohen y Miil1er4 1992). Así
mismo, se han descrito cambios en la
influencia que tienen los sitios de modulación
del receptor NMDA sobre la actividad de este
receptor (Miyoshi el aL, 1990; Piggott ex a!,
1992).
El número de receptores glutamatérgicos
AMPA parece experimentar también disminu-
ciones con el envejecimiento, sin embargo, los
resultados con este receptor no son tan
consistentes como los obtenidos con elreceptor
NMDA. Así, se han descrito disminuciones en
el número de receptores AMPA en la corteza
frontal y parietal del ratón (Magnusson y
Cotman, 1993b), pero no en la corteza cerebral
de la rata (Tamaru ex al., 1991; Cimino eta!,
1993). Por otra parte, en el hipocampo se han
descrito disminuciones del número de
receptores AMPA durante el envejecimiento en
algunas áreas, pero no en todo el hipocamnpo
(Cimino el aL 1993; Magnusson y Cotman,
1 993b>.
De modo similar a lo que ocurre con el
receptor NMDA, ladisminución del número de
receptores AMPA en ciertas áreas del
hipocampo (R ej. en el área CAl, ver
Magnusson y Connan, 19931,) durante el
envejecimiento es coherente con la disnú-
nución de la respuesta a la estimulación de
estos receptores descrita por otros autores
(Barnes eta!, 1992).
En relación con el receptor KA, en nuestro
conocimiento sólo existe un trabajo que lo
estudie en relación con el envejecimiento,
señalando que no variacon la edaden corteza e
hipocampo (Tamam eta!, 1991).
No existen trabajos publicados que
estudien otros receptores glutamatérgicos
durante el envejecimiento. Por otra parte,
algunos trabajos han descrito que la respuesta
neurona] tras la aplicación exógena de GLU no
cambiadurante el envejecimiento (Lippa el a!,
1981; Rao eta!, 1993).
2.2.2.5. Acerca del efecto del
envejecimiento sobre la
neurotransmisión gluiamatérgica
La mayoría de los estudios muestran que
las terminaciones nerviosas glutamatérgicas
mantienen, durante el envejecimiento, su
capacidad de liberar GLU tanto en condiciones
basales como tras estimulaciones exógenas.
Esta afirmación se apoya en estudios realizados
tanto itt vitro como itt vivo, utilizando ratones y
ratas como animales de experimentación y
analizando varias estructuras cerebrales que
incluyen corteza cerebral, hipocampo y
estriado. Sin embargo, el análisis del compo-
nente postsináptico de la neurotransmisión
glutamatérgica durante el envejecimiento
demuestra que existe una disminución del
número de receptores NMDA en lamayoría de
las estructuras cerebrales estudiadas y del
número de receptores AMPA en algunas áreas
del hipocampo. Esta disminución del número
de receptores es coherente con el descenso de
la respuesta postsináptica tras la estimulación
selectiva de los mismos en estas estructuras
durante el envejecimiento.
Por otra parte, se ha descrito un aumento,
durante el envejecimiento, de la afinidad de los
receptores NMDA por el GLU, lo cual añade
un grado más de contbsión ala cuestión, ya
que este aumento de afinidad podría
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compensar la disminución del número de
receptores giutamatérgicos. Es más, esta última
posibilidad coincide con los resultados de
algunos trabajos que han mostrado que no
existen cambios de larespuesta a la aplicación
exógena de GLU durante el envejecimiento
Por tanto, los datos aquí revisados (y
resumidos a continuación) acerca del efecto del
envejecimiento sobre la neurotransmisión
glutamaérgica son, aún, insuficientes y contro-
vertidos, por lo que no se puede aclarar si
existe un déficit real de este sistema neuro-
transmisor en el animal viejo.
Efectos del envejeelmientosobre ¿a
neurotransmisión glutamatérgica en la corteza
cerebraly el tibiado de la nito
• Disminución de la concentración de GLU en
algunas áreas de La corten (7)
• Conservaciónde la capacidad de liberar GLU en
condiciones basales
• Conservación de la capacidad de liberar GLU
tras estimulación con K’ (7)
• Disminución del número de receptores NMDA
• Aumento de la afinidad del receptor NMDA por
el GLU
• Disminución de la respuesta postaináptica a la
estimulación del receptor NMDA
• Disminución del número de receptores AMPA
(7)
2.3. GASA
2.3. 1. Neurotransmisión gabérgica
El aminoácido neutro ácido gamma-
aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor
inhibidor más ampliamente distribuido en el
Sistema Nervioso Central (Mugnaini y OerteL
1985). Su presencia en el tejido cerebral se
descubrió en 1950, demosfrándose su función
neurotransmisora a finales de los años 60
(Krnjévicy Schwartz, 1966).
2.3.1.1. Metabolismo del CABA
En el cerebro adulto de los mamtferos, el
GASA se sintetiza principalmente a partir de
GLU en un solo paso enzimático catalizado por
la enzima ácido glutámico decarboxilasa
(GAD) Esta enzima requiere la presencia de
piridoxal fosfato como cofactor. Existen otras
vías de síntesis de GASA en el cerebro (p. ej. a
pailir de putrescina) aunque se consideran de
menor unportancia (Martin y Rimvall, 1993).
La GAD es una enzimacitoplasmática que
se encuentra localizada sólo en las neuronas
gabérgicas, por lo que se utiliza como
marcador específico de estas neuronas
(McGeer y McGeer, 1989). La reacción
catalizada por la GAD es esencialmente
irreversible, por lo que requiere de una estrecha
regulación (Martin y Rimvafl, 1993). Así, al
menos un 50% de GAD está presente en el
cerebro como apoenzinia, constituyendo una
reserva de GAD inactivo (Martin y Rimvall,
1993). Además, la GAD es inhibida por su
24-producto (Porter y Martin, 1984), por Zn ypor ct-cetoglutarato (Wu, 1976).
La degradación del GASA se realiza a
través de una reacción de transaminación
catalizada por laGABA transaminasa (GABA-
En esta reacción se produce la transanii-
nación del GASA con el «-cetoglutarato para
originar semialdehido succinico y GLU. El
semialdehído succínico es oxidado por la
semialdehido succínico deshidrogenasa a acido
succinico, el cual entra en el ciclo de Krebs.
Por su parte el GLU puede serutilizado para la
síntesis de GASA (McoeeryMcGeer, 1989).
La GABA-T es una enzima niitocondrial
que requiere piridoxal fosfato como cofactor.
La disponibilidad de cx-cetoglutarato, metabo-.
lito intermedio del ciclo de Krebs, es un factor
regulador importante de la actividad de la
GASA-T (McGcery McGeer, 1989).
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La ruta metabólica descrita (cortocircuito
CABA) constituye un pequeño anexo al ciclo
de Krebs en el cerebro, que ofrece una vía
alternativa entre el a-cetoglutarato y el ácido
succinico, cuya función principal es la
biosintesis de CABA en las terminaciones
nerviosas (Martin y Rimvall, 1993). El
cortocircuito CABA puede ser también
completado en las células gliales ya que poseen
todas las enzimas necesarias para la
degradación del GASA captado desde el
espacio sináptico (GABA-T y semialdehido
succínico deshidrogenasa). El <RU formado
en los astrocitos a través de la GABA-T, que
no puede ser convertido en GASA debido a la
falta de CAD, es transformado por la
glutamina sintetasa en glutamina, la cual pasa a
las tenninaciones nerviosas. En éstas, la enzima
glutaminasa conviene la glutamina en CLI)
manteniendo así el suministro de precursor de
GASA (McGeer y McGeer, 1989).
23.1.2. Almacenamiento, liberación e
inactivación del CABA
El GASA se almacena en vesículas
sinápticas gracias a la acción de un sistema de
transporte vesicular de baja afinidad,
independiente de Nat y acoplado a un
gradiente electroquímico de W generado por
una ATPasa dependiente de Mg” (Fykse y
Fonnum, 1988).
Estudios itt vitro han mostrado la
liberación de GASA de fonna dependiente de
Ca” desde terminaciones nerviosas en
respuesta a estumulos químicos despolarizantes
o ala activación de una vía nerviosa (Nicholls,
1989). Esta liberación dependiente de Ca” se
produce principalmente por exocitosis
(Nicholis, 1989).
La inactivación del GASA liberado desde
latenninación nerviosa se lleva a cabo através
de sistemas de transporte de alta afinidad
localizados en la membrana presináptica y en
los elementos gliales circundantes. Hasta la
fecha se han donado 4 transportadores de
CIABA con diferentes afinidades para el
CIABA y diferentes farmacologia y loca-
lización (ver A.ttwdll y Mobbs, 1994). La
estequiometría de este transporte parece ser el
cotransporte de 1 CABA, 1 (?U y 2 Na>
(Attwell y Mobbs, 1994).
Debido al carácter electrogénico del
transpone de CABA así como a su
dependencia del gradiente de Na’, la
despolarización del terminal nervioso favorece
la salida de GASA de forma independiente de
Ca’4-. La existencia de esta liberación inde-
pendiente de Ca’4- a través del transportador,
que parece contribuir a la liberación de GASA
inducida por despolarización, ha sido
demostrada itt vitro (Bernath y Zigmond, 1988;
Meyer, 1991; LeviyRaiteri, 1993)ein vivo en
las células horizontales de la retina (Schwartz,
1987).
2.3.1.3. Receptoresgabérgicos
Se han descrito dos tipos diferentes de
receptores para el CASA, caracterizados
inicialmente por su diferente sensibilidad a
agonistasy antagonistas: el receptor GASA-A,
sensible al agonista muscimol y al antagonista
bicuculina, pero insensible al agonista
baclofén; y el receptor GABA-B, insensible a
la bicuculina y sensible al baclofén. Diversos
estudios farmacológicos y moleculares
sugieren la existencia de una gran variedad de
subtipos de receptores, tanto para el receptor
CASA-A como para el CABA-B (Bormann,
l988~ Burt y Kamatchi, 1991; Bonanno y
Raiteri, 1993; MacDonald y Olsen, 1994;
Sieghart, 1995).
El receptor GASA-A es un canal iónico
con permeabilidad selectiva para el CL
Contiene sitios de unión específicos para
GASA, picrotoxina, barbitúricos, benzodia-
zepinas y anestésicos esteroideos. El sido de
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unión para el CABA regula la apertura del
canal, requiriéndose al menos 2 moléculas de
CABA para la activación del receptor
(Sieghart, 1992, 1995; Macflonald y Olsen,
1994).
El receptor GASA-A se localiza princi-
palinente a nivel postsinápúco y es el
responsable de la clásica acción inhibidora
postsináptica del CABA. La activación del
receptor GASA-A produce la apertura breve
del canal de CL, que hiperpoíariza la membrana
postsináptica (McGeer y McGeer, 1989). Las
corrientes de C~ através del receptor CABA-A
pueden verse reducidas por la acción de
picrotoxina y bicuculina (agentes convulsivos)
y aumentadas por la acción de benzodiaze-
pinas, barbitúricos y anestésicos esteroideos
(agentes depresores del Sistema Nervioso
Central) (Macflonald y Olsen, 1994).
Los receptores CASA-B se descubrieron al
observar lapresenciade receptores para GASA
en terminaciones nerviosas periféricas insen-
sibles a bicuculina y sensibles a baclofén
(Boweiy el aL, 1980). El receptor GABA-B
está acoplado a la adenilato ciclasa a través de
proteínas G y modula canales de Ca2’ en
terminaciones nerviosas periféricas y de 1(4- en
smapsts centrales (Bowery, 1993; MacDonald
yOlsen, 1994).
Los receptores CABA-E se localizan tanto
pre como posísmápticamente, predominando
en un lugar o en otro según la región cerebral
(Boweiy, 1993). Los receptores GASA-E
presinápticos inhiben la liberación de neuro-
transmisores tales como CLI), noradrenalina,
DA, serotoninay varios péptidos (substancia P,
colecistoquinina, somatostatina). También
actúan como autorreceptores, modulando la
liberación de GASA. La activación de los
receptores postsmhpticos GASA-E producen
potenciales postsinápticos inhibidores
(Eoweiy, 1993; Bittiger eta!, 1993).
2.3.1.4. Vías gabérgicas
El CASA es el neurotransniisor inhibidor
distribuido más ampliamente en el Sistema
Nervioso Central. Mientras que las neuronas
monoammérg’cas y colmérgicas constituyen
poblaciones relativamente pequeñas y loca-
lindas, las neuronas gabérgicas se distribuyen
de forma ubicua (Mugnaini y Oertel, 1985;
McGeer y McGeer, 1989). Existen, además,
regiones cerebrales en las que la gran mayoría
de las neuronas presentes son gabérgicas (p.ej.
estriado, núcleo pálido, sustancia negra pan
reticulata, varios núcleos de la amígdala y el
núcleo interpedimcularj) (Mugnainí y Oertel,
1985).
Las neuronas gabérgicas pueden ser tanto
interneuronas, mtegradas dentro de circuitos
locales inhibidores, como neuronas de
proyección (Fagg y Foster, 1983; MeGeer y
McGeer, 1989).
El GASA está localizado sobre todo en
interneuronas en la corteza cerebral, el
hipocampo, el bulbo olfatorio, el hipotálamo y
la retina También existen interneuronas
gabérgicas en el estriado, el tálamo, los
coliculos superior e inferior, el cerebelo y la
médula espinal (Fagg y Foster, 1983; Mugnaini
y Oertel, 1985).
Las vías de proyección gabérgicas mejor
conocidas son las proyecciones de las células
cerebelosas de Purkinje y de las neuronas
estriatonigrales. En los últimos años se han
descrito neuronas de proyección gabérgicas,
incluso en áreas donde había sido postulada su
total ausencia, por ejemplo, en la corteza y el
hipocampo.
Los ganglios basales son la región cerebral
que presenta mayor abundancia de
proyecciones gabérgicas, formando circuitos
complejos donde los procesos de inhibición y
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desinhibición juegan un papel fundamental
(FaggyFoster, 1983; Mugnainiyoertel, 1985;
McCeer y McGeer, 1989). Se han descrito vías
de proyección gabérgica desde el estriado a la
sustancia negra y al núcleo pálido y desde éste
a núcleos talámicos.
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Fig. 3. Esquema de losprocesos relacionados con la transmisión gabérgica. (Dsíntesis de CABA apartir de
glutamina (CLV) tanto en la initocondria, poracción de ¡a CABA transferasa (GABA-t), como en el
citoplasma, por acción de laglutámico deshídrogenosa (CAD). El CL Uutilizado procede de la síntesis a
partir de glueazninapor acción de laglutaminasa <0hz-aso) o de la síntesis apartir de glucosa (Cluc) <¡‘ir:
piruvato). Q)Almacena,niento de CABA en vesículaspresinápticas. (i)Liberacíón de CABA por exocitosis.
é)La unióndel CABA a los receptores CABA-A produce la entrada de CF en la neurona postsinñptica. La
activación de los receptores CABA-Bpre-ypos-sinñpticosdtsminuye, en general, laproducción de AMPc.
<»La inactivación del CABA se produce por recaptación a través de transportadores sitiados en las
ternzinacionespresinápticasy en las células gliales. C5>E¡ CABA recaptadopor las célulasguaJes es
transjbnnado en CLUpor acción de la CABA-ty, después, en CLNa través de la acción de la glutamina
sintetasa (Gln-V. Li CLNgIIaI es liberada al espacío extracefular ycaptado por las terminaciones
presinápticasy utilizada para sintetizar CLUy CABA.
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2.3.2. Efectos de/envejecimiento sobre
la neurotransmisión gabérgica
Los estudios acerca del efecto del enveje-
cimiento sobre la neurotransmisión gabérgica
son escasos y sus resultados son poco consis-
tentes.
2.3.2.1. Efectos del envejecimiento sobre
la concentración de GABA en muestras
de tejido cerebral
La concentración de CABA en muestras de
tejido cerebral es un indicador válido de la
cantidad de CASA de que disponen las
terminaciones gabérgicas, puesto que el
CABA, a diferencia del GLU, no interviene en
el metabolismo celular. Sin embargo, existen
pocos estudios que hayan analizado la
concentración de GASA en muestras de tejido
cerebral a lo largo del envejecimiento. Sus
resultados además, son contradictorios. Por
ejemplo en la corteza prefrontal dorsal se ha
descrito un aumento de la concentración de
CABA con la edad (Fornieles el aL, 1986),
aunque Donzanti y Ung (1990) no han
reproducido este hallazgo. En el estriado,
Strolin Benedetti et al. (1990) y Donzanti y
Ung (1990) han descrito un aumento de GASA
con la edad; sin embargo, Banay-Schwartz et
a! (1989) describen una disminución de la
concentración de GASA. En la sustancia negra
Strolin Benedetti et a! (1990) describen un
aumento de la concentración de GASA
mientras Banay-Scbwartz et a! (1989) no
detectan cambios.
Tanto por la escasez de estudios como por
la disparidad de sus resultados (que se pueden
deber, en parte, a las diferentes técnicas
utilizadas), no podemos extraer conclusiones
claras sobre el efecto que pueda tener el
envejecimiento en la concentración tisular de
CABA.
Por otra parte, la actividad de la enzima de
sintesis del CASA, la CAD, no parece
modificarse conla edaden el estriado de la rata
(Lai el al., 1981; Strong et aL, 1982), aunque
se han descrito disminuciones de la actividad
de la CIAD en el coliculo inferior y en el núcleo
del lemnisco lateral (Gutienez et al., 1994;
Razaeta!, 1994).
2.3.2.2. Efectos del envejecimiento sobre
los receptores gabérgicos
De forma similar a lo que ocurre con los
estudios sobre la concentración tisular de
GASA, los estudios sobre el efecto que el
envejecimiento tiene en los receptores de
CABA son muy escasos. En corteza cerebral
parece que el número de receptores de CABA-
A no varía con la edad (Wenk el aL, 1991;
Gutierrez et a!, 1994), aunque se han descrito
modificaciones en sus propiedades
(Samochocki y Strosznajder, 1994). En
relación con el receptor GABA-B no se han
descrito variaciones de su número en el cerebro
de la rata durante el envejecimiento (Turgeon y
Albin, 1994).
En un trabajo reciente, Abdulla et al.
(1995) han descrito un aumento de la
sensibilidad de las neuronas de la corteza
frontal a la aplicación de bicuculinaque indica
la existencia de un tono gabérgico aumentado
en esta región cortical en las ratas viejas.
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3. INTERACCIÓN DE
NEUROTRANSMISORES
Desde hace algunos años se ha venido
estudiando con intensidad un aspecto nuevo de
la neurotransmisión: el modo en que un
neurotransnjisor puede modular la neurotrans-
misión mediada por otros y verse, a su vez,
modulado por ellos. A este hecho se le ha
llamado «interacción de neuroiransmisores».
Durante los últimos años, varios grupos de
investigación se han dedicado a estudiar este
fenómeno. Concretamente, la mayoría de los
estudios se ha centrado en el estriado, una
estructura que, por el conocimiento que
tenemos de las vías neurales en las que
participa y los neurotransmisores implicados en
ellas, sirve de modelo ideal para estudiar la
interacción de neurotransmisores (ver p. ej. las
revisiones de Carlsson y Carlsson, 1990;
Lannes y Micheletti, 1994; Mora y Porras,
1994; Di Chiara y Morellí, 1994; Kótter,
1994). Más recientemente, lacorteza prefrontal
ha sido, también, objeto de este tipo de
estudios (ver Sanz, 1995).
3.1. INTERACCIÓN DE
NEUROTRÁNSMISORESEN EL ESTRIADO
3.1.1. Conexiones neurales y
neurotransmisores del estriado
El estilado, como ya se ha señalado, ha
sido el modelo utilizado de forma preferente
para estudiar la interacción de neurotransm¶-
sores. Esta preferencia se debe, en buena parte,
al conocimiento que se posee actualmente de
las vías neurales en las que participa el estriado
y de los neurotransmisores que están impli-
cados en estas vías (ver p. ej. las revisiones de
Smith y Bolam, 1990 y de Parent y Hazrati,
1995).
En la rata, la mayoria de las neuronas del
estriado son de tamaño medio y sus dendritas
están recubiertas de abundantes espinas
dendríticas. Los axones de estas neuronas
forman las eferencias del estriado hacia
sustancia negra (pars compacta), núcleo pálido
(núcleo pálido externo en primates) y núcleo
entopeduncular (núcleo pálido interno en los
primates). Estos axones poseen, además, ramas
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colaterales cuyas temanaciones están situadas
dentro del propio estriado. Estas neuronas
contienen GASA como neurotransmisor.
Entre estas neuronas gabérgicas se pueden
diferenciar dos subpoblaciones en función de la
coexistencia en ellas de diferentes péptidos y
del área cerebral de destino de sus axones. Así,
las neuronas gabérgicas cuyos axones terminan
en el núcleo entopeduncular contienen también
dinorfina y sustancia P; las neuronas gabérgicas
cuyos axones tenninan en el núcleo pálido
contienen también encefalinas; y las neuronas
gabérgicas cuyos axones terminan en la
sustancia negra contienen encefalinas, sustancia
P y/o dinorfinas (Parent y Hazrati, 1995).
Aparte de las neuronas espinosas de
tamaño medio, el estriado contiene una
pequeña proporción de neuronas de gran
tamaño cuyas dendritas no están recubiertas de
espmas y cuyos axones terminan dentro del
estriado. Estas neuronas contienen acetilcolina
como neurotransmisor (ver Smith y Bolam,
1990). También existeuna pequeñaproporción
de interneuronas de tamaño medio y sin
espmas: algunas de ellas contienen GASA y
parvalbún-iina; otras contienen somatostatina,
neuropéplido Y y nicotinanxida adenina
dinucleátido fosfato-diaforasa, la enzima de
sintesis del óxido nitrico (ver Parent y Hazrati,
1995).
Las neuronas del estriado están conectadas
entre sí. Las terminaciones nerviosas acetilco-
linérgicas de las grandes neuronas sin espinas
forman sinapsis en la porción proximal de las
dendritas de las neuronas espinosas. Por otra
parte, las terminaciones nerviosasgabérgicas de
las ramas colaterales de los axones de neuronas
espmosas del propio estriado forman sinapsis
con las grandes neuronas acetilcoimérgicas y
con otras neuronas espinosas del estriado (ver
Smith y Bolam, 1990 y Parení y Hazrali,
1995).
Las aferencias que llegan al estriado
proceden, fundamentalmente, de la corteza
cerebral y del mesencéfalo. También existen
aferencias procedentes del tálamo.
Las terminaciones nerviosas procedentes
de la corteza cerebral contienen GLU como
neurotransmisor y fonnan sinapsis axo-
dendriticas con la porción distal de las
dendritas de las neuronas espinosas (Smith y
Bolam, 1990; Parent y Hazrati, 1995) y, en
pequena proporción, sobre las neuronas
acetilcolinérgicas y sobre las neuronas con
neuropéptido Y (Vuillet et a!, 1989; Dimova
et a!, 1993). También existen terminaciones
nerviosas glutamatérgicas procedentes de
núcleos talániicos (principalmente del núcleo
parafascicular) que forman sinapsis con las
grandes neuronas acetilcolinérgicas del estriado
(Lappery Bolam, 1992).
Las tenninaciones nerviosas procedentes
de áreas mesencefálicas (fundanienta]mente de
sustancia negra, pan compacta) contienen DA
como neurotransmisor y fonnan sinapsis axo-
dendriticas con la porción distal del árbol
dendritico de las neuronas espinosas del
estriado. También existen terminaciones
nerviosas dopaminérgicas procedentes del
mesencéfalo que forman sinapsis conel cuerpo
celular y la porción proximal de las dendritas
de las grandes neuronas del estriado (ver
Dimova et aL, 1993).
Se han descrito también terminaciones
gabérgicas que llegan al estriado procedentes
del núcleo pálido y de la sustancia negra, pars
reticulata, aunque estas proyecciones se
consideran escasas (ver ¡Cita, 1993).
En resumen, las neuronas del estriado
(neuronas espinosas de tamaño medio
gabérgicas; neuronas de tamaño medio sin
espinas con neuropéptido Y y neuronas
grandes acetilcolinérgicas) reciben aferencras
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glutamatérgicas procedentes de la corteza y
aferencias dopaininérgicas procedentes del
mesen céfalo. Estas aferencias convergen
fundamentalmente en las neuronas gabérgicas.
Se discute si las aferencias talámicas convergen
o no en las mismas neuronas que las aferencias
corticales (ver Parent y Hazrati, 1995).
Tanto las neuronas gabérgicas como las
acetilcolinérgicas presentan receptores dopami-
nérgicos y glutamatérgicos en sus membranas.
Los receptores dopaminérgicos Dl (Dl A)
se localizan fundamentalmente en las neuronas
gabérgicas que contienen también sustancia P y
que proyectan a sustancia negra y a núcleo
entopeduncular. Los receptores dopaminér-
gicos D2 (D2A) se localizan flindamen-
talmente en las neuronas gabérgicas que
contienen también encefalinas y que proyectan
a núcleo pálido, en las neuronas acetiicoli-
nérgicas y en las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra (Yung eta!, 1995).
Esta visión de los receptores dopami-
nérgicos claramente disgregados en pobla-
ciones neuronales bien determinadas ha sido
criticada recientemente por Surmeier el a!
(1992) quienes afirman que la mayoría de las
neuronas de estriado expresan ambos tipos de
receptores dopaminérgicos. De hecho, Le
Moine et a!, (1990, 1991) han descrito que
algunas de las grandes neuronas acetilco-
linérgicas del estriado expresan no sólo
receptores D2, sino también receptores Dl.
También se ha descrito la presencia de
receptores D2 en terminaciones nerviosas
doparoinérgicas (autorreceptores) y en
terminaciones nerviosas no dopaminérgicas
que, probablemente (aunque no se ha
confirmado), proceden de la corteza y son, por
tanto, glutamatérgicas (Yung el a!, 1995). Este
último hecho es controvertido. La posible
existencia de receptores dopaminérgicos en las
terminaciones nerviosas del estriado que
proceden de la corteza ha sido defendida por
algunos autores (ver p. ej. Kornhuber y
Kornhuber, 1986; Maura el al, 1988) a pesar
de que se había descrito que las conexiones
sinápticas axo-axónicas eran muy raras, si no
inexistentes, en el estriado (ver Kornhuber y
Kornhuber, 1983 y la revisión de Parent y
Hazrati, 1995). Además, otros autores no han
logrado demostrar la existencia de receptores
de DA en estas terminaciones (ver p. ej.
Trugman et al., 1986; Joyce y Marshafl, 1987).
La descripción reciente de la presencia de
receptores para DA fuera de estructuras
sinápticas (Yung eta!, 1995) podría explicar la
existencia de receptores dopaminérgicos en
terminaciones glutamatérgicas del estriado a
pesar de la ausencia de sinapsis axo-axónicas.
Además, basándose en este tipo de
descripciones, se ha sugerido la existencia de
un tipo de transmisión nerviosa diferente del
conocido clásicamente (confinado a la
conexión sináptica) del que se ha venido
hablando en los últimos años con el término de
« transmisión volumétrica» (para una revisión
extensa del concepto de transmisión volumé-
trica ver FuxeyAgnati, 1991).
En relación con los receptores de CLU en
el estriado, se ha descrito la presencia
fundamentalmente de receptores NMDA y
AMPA situados, probablemente, en las
neuronas gabérgicas y acetilcolinérgicas. Se
discute sobre la existencia o no de receptores
de CLII en las terminaciones dopaminérgicas
del estriado procedentes del mesencéfalo.
Aunque la ausencia de conexiones axo-
axónucas en esta estructura sugerirían que no
existen receptores glutamatérgicos en
terminaciones dopaminérgicas, no se puede
excluir esta posibilidad(ver más arriba).
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Estriado
Fig. 4. Esquema& las conexiones neuralesylos neurotransmisores del estilado de la rata. No se
representran las neuronas de tamaño mediano sm espinas. Se han diferenciado las neuronas espinosas de
mediano tamaño segio; el destino de %l¿s axonesy los péptidos que contienen <ENC: encefalinas; SP: sustancia
P). Los semicírculos negros representan las terminacionesglutamatérgícas (CL LQ; los semicírculos grises
representan las terminaciones dopaminérgicas (DA); los semicírculos blancos representan las terminaciones
gabérgicas (CARA); las triángulos representan las terminaciones acetilcolinérgicas (ACH). Ba~vdoen Smithy
Bolam, 1990 y Parent y Hazrati, 1995.
a 5. negra (pars reticulata) l
núcleo entopeduncular
Sustancia negra
(pan compacta)
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3.1.2. Interacción de neurotransmisores
en el estriado de la rata
En los últimos años se han publicado un
gran número de trabajos que estudian el efecto
de agonistas y antagonistas de diferentes
neurotransmisores sobre las concentraciones de
otros neurotransmisores en el estriado de
animales de experimentación.
Centréndonos fundamentalmente en los
estudios realizados con técnicas fi vivo (,push-
pulí y microdiálisis), se han descrito diferentes
cambios en las concentraciones extracelulares
de varios neurotransmisores como respuesta a
la aplicación, local o sistémica, de múltiples
agonistas y antagonistas de receptores de DA,
GLU, GAHA y acetilcolina (para varias
revisiones se pueden consultar p. ej. Keefe el
a!, 1993b; Lannes y Micheletti, 1994; Di
Chiara el al., 1994). De hecho, la aplicación de
las técnicas de perfusión in vivo ha contribuido
en gran medida a la extensión de los estudios
sobre interacción de neurotransmisores. Ante la
amplitud del número de trabajos publicados
sobre este asunto en los últimos quince años,
aquí se describen los estudios más relevantes
para la discusión de nuestros resultados, sin
hacer una enumeración exhaustiva de
referencias bibliográficas que apoyan un
mismohecho.
3.1.2.1. Efecto de agonistasy
antagonistas glutamatérgicos
La aplicación de agonistas glutaniatérgicos
(tanto el propio GLU como NMDA, AMPA y
KA) en el estriado produce liberación de DA
(ver p. ej. Carter el a)., 1988; Barbeito el aL,
1990; Imperatoetal., 1990; Levieletat, 1990;
Moghaddam y Gruen, 1991; ¡Ceefe et a!,
1992, 1993a Martínez-Fong el aL, 1992;
Moran el a!, 1994), GABA (Moran el al.,
1993, 1994; Young y Bardford, 1993) y
acetilcolina (Dansma et al., 1991).
El hecho de que el CLII produzca una
liberación de GABA y de acetilcolina en el
estriado es coherente con la presencia de
receptores de GLU en neuronas gabérgicas y
acetilcolinérgicas en esta estructura cerebral y
con la actividad excitadorade estos receptores.
Más dificil de explicar, sin embargo, es la
liberacion de DA inducida por GLU en el
estriado, dada la ausencia de conexiones axo-
axónicas en el estriado entre las terminaciones
glutamatérgicas y las dopaminérgicas Para
explica esta contradicción entre los resultados
de losestudios neuroquimicos y de los estudios
histológicos se ha sugerido la existencia de
receptores de GLIJ en las tenninaciones
nerviosas dopaniinérgicas fUera de estructuras
sinápticas (neurotransmisión volumétrica) (ver
p. ej. Lannes y Micheletti, 1994). Por otra
parte, también se ha sugerido que la DA
liberada por el CLII proceda de la que está
presente en el citoplasma más que de la DA
almacenada en vesículas a través de un efecto
del GLU sobre el transportador de DA de las
membranas neuronales (Lannes y Micheletti,
1994). Además, recientemente se ha sugerido
que la activación de receptores de OLU podría
producir su efecto sobre la DA a través de la
liberación de óxido nítrico (Hanbauer et al.,
1994).
El efecto de la aplicación de agonistas del
OLU sobre la liberación de DA parece ser
diferente dependiendo de la concentración de
agonista utilizado. Así, Chéramy et al. (1986)
han descrito que concentraciones de GLU por
debajo de 0.1 mlvi estimulan la liberación de
DA, mientras por encima de 10 mM podrían
inhibiría Levíel et al. (1990) han interpretado
estos resultados sugiriendo que el CLII tendría
un efecto excitador directo a través de
receptores no NMDA e inhibidor a través de
receptores NMDA que activarían interneuronas
inhibidoras.
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3.1.2.2. Afecto de agonistasy
antagonistas dopaininérgicos
La aplicación de agonistas dopaminérgicos
estimula la liberación de acetilcolina através de
receptores Dl (Consolo el aL, 1987; Bertorelli
y Consolo, 1990; Consolo et a!, 1992; Stoofet
al., 1992; Zoccin y Pert, 1993; ver la revisión
de Di Chiara el a!, 1994), pero la disminuye a
través de receptores D2 (Stoof et al., 1982;
Bertorelli y Consolo, 1990; DeBoer et a!,
1992).
Los agonistas dopaminérgicos mespe-
cificos también inducen la liberación de CLII
(Godnkhin et al., 1984; Expósito el aL, 1994)
y de CABA (Girault el aL, 1986b), mientras
que los antagonistas dopaminérgicos no tienen
ningún efecto sobre CLU y CABA (Daly y
Moghaddam, 1993; Moran eta!, 1994).
La liberación de acetilcolina y CABA
inducida por DA es coherente con la presencia
de receptores de DA en las neuronas acetil-
colinérgicas y gabérgicas y con la actividad
excitadora de aquéllos. Se ha sugerido que el
efecto inhibidor de los agonistas D2 sobre la
liberación de acetilcolina se deba a que son
autorreceptores y disminuyen, por tanto, la
liberación de DA (Danismaet aL, 1991).
En relación con el efecto que la DA pueda
tener sobre laliberación de CLII en el estriado,
se han sugerido varias posibilidades,
incluyendo la existencia de un mecanismo
volumétrico de transmisión a nivel local y la
participación de circuitosneurales largos (ver la
Discusión de esta Tesis Doctoral).
Por otra parte, agonistas selectivos de los
receptores Dl o D2 no afectan a la liberación
basal de CLII y CABA (lamamoto y Davy,
1992), indicando que el efecto de los agonistas
no específicos puede deberse a un balance entre
los efectos excitadores de los receptores Dl y
los efectos inhibidores de los receptores D2
(ver la Discusión de esta Tesis Doctoral).
Por otra parte, el efecto de los agonistas y
antagonistas de los receptores de DA sobre
estos neurotransmisores en el estriado es
diferente según se estudien en condiciones
basales (lo revisado hasta ahora) o en condi-
ciones de estimulación de la liberación (p. ej.
con altas concentraciones de Kt$>. Así, se ha
descrito que los agonistas selectivos D2 (yero
no los Dl) bloquean la liberación de CLII
estimulada por K~ (Yamamoto y Davy, 1992),
mientras que ninguno de ellos tiene efecto
sobre la liberación estimulada de CABA. Sin
embargo, un agonista inespecifico de la DA si
inhibe la liberación de CABA inducida por
(Tossman y Ungerstedt, 1986).
Estos resultados sugieren que la DA puede
modular la liberación fásica (estimulada) más
que la liberación tétrica (basal) de CLU y
CABA (verLannes y Micheletti, 1994).
3.1.2.3. Efecto de agonistasy
antagonistas gabérgicos
Los agonistas de los receptores CABA-A
producen en el estriado una disminución de la
liberación de acetilcolina (DeBoer y Westerink,
1994), mientras que los antagonistas de los
receptores CABA-A producen un aumento de
la liberación de acetilcolina (Defloer y
Westerink, 1994) y de DA (Cruen etal., 1992).
Los agonistas de los receptores CABA-B
producen, en el estriado, una disminución de la
liberación de acetilcolina (DeBoer y Westermnk,
1994) sin afectar a la liberación de DA
(Santiago el a!, 1993a), mientra que los
antagonistas de los receptores CABA-B no
producen ningún efecto sobre la liberación de
acetilcolina en el estriado (DeBoer y
Westerink, 1994).
En general, se ha sugerido que el CABA
modula la liberación de CLII y DA en el
estriado (Scheel-Krúger, 1986; Voshida et al,
1993).
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El efecto de la estimulación de receptores
de CABA sobre la acetilcolina es coherente
con la presencia de aquéllos en las neuronas
acetilcolinérgicas del estriado. El efecto
modulador del CABA sobre la liberación de
CLII y DA, sin embargo, sólo puede ser
explicado por la existencia de receptores de
CABA en terminaciones glutamatérgicas y
dopaminérgicas (que no han sido descritos) o
porque el efecto del CABA esté mediado por
la activación de víasneurales largas que lleguen
a corteza cerebral y asírstancia negra
3.2. ZNTERACCION DE
NEUROTJC4NSMISQRIZSEN L4 CORTEZA
PREFRONTAL
3.2.1. Conexiones neuralesy
neurotransinisores de La corteza
prefroníal
Las neuronas piramidales de corteza
preftontal de la rata así como una pequeña
proporción de neuronas no piramidales,
contienen CLII (Ottersen y Storm-Mathissen,
1984). Los axones de las neuronas piramidales
de la corteza constituyen las proyecciones de la
corteza a estructuras subcorticales (ver la
revisión de Colman el a!, 1987). De estas
proyecciones, la que llega a estilado ha sido
ampliamente estudiada (ver p. ej. Fonnum et
al., 1981 y Cirauit eta!, 1986a). Las
terminaciones de esta vía córtico-estriatal hacen
sinapsis sobre las neuronas gabérgicas del
estriado (Smith y Bolam, 1990).
El CABA se encuentra en la corteza
prefrontal fUndamentalmente en interneuronas
(Esclapez ela!, 1987), aunque también existen
terminaciones nerviosas que contienen CABA
y que proceden del área venirotegmental del
mesencéfalo (Pirot el a!, 1992). Las
terminaciones gabérgicas forman sinapsis en el
soma neuronal y en la porción proxirnal del
axón de las neuronas piramidales, las cuales
presentan receptores CABA-A y CABA-E
(Bowery el a!, 1987; Bonanno y Raiteri, 1993)
La DA se encuentra en la corteza preftontal
en terminaciones nerviosas procedentes del
área ventrotegmental del mesencéfalo (Thieny
cí al., 1973; Lindvall y Bjóklund ¡974). Estas
tenninaciones dopaminérgicas hacen sinapsis
en las dendritas de las neuronas piraniidales
corticales (Van Eden el al., 1987; Séguéla el
a!, 1988; Verney el a!, 1990). Se ha sugerido
que las dendritas de las neuronas piramidales
corticales presentan receptores Dl (Retaux el
a!, 1991a) y que las terminaciones nerviosas
de las ramas recurrentes de sus axones
presentan receptores D2 (Retaux eta!, 199 Ib;
Law-Tho el a!, 1994).
La corteza preifontal de la rata posee
también intemeuronas acetilcolinérgicas así
como terminaciones nerviosas acetilcoli-
nérgicas procedentes de los núcleos basales de
Meynert. Estas terminaciones forman sinapsis
axo-dendríticas con las neuronas piramidales
de lacorteza (Houser el a!, 1983, 1985).
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a estriado y
otros núcleos
subtalámicosÁrea ventrotegmental Núcleos basales
de Meynert
Fig. 5. Esquema de las conexiones neurales y los neurotransnzisores de la cortezaprefrontal de la rata. Los
semicírculos negros representan las lerminacionesgíníamatérgicas (QL U); los semicírculos grises representan
las terminaciones dopaminérgicas (DA); los semicírculos blancos representan las terminaciones gabérgicas
(CiAHA); los triángulos representan las terminaciones acetilcolinérgicas (A CH). Basado en Van hilen el al,
1987; Séguéla el al., ¡988y Verney el aL, 1990.
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3.2.2. Interacción de neurorransin¿sotes
en la corteza prefrontal de la rata
A pesar de que recientemente la corteza
prefrontal está recibiendo mayor atención en
relación con la interacción de neurotrans-
misores, las publicaciones sobre interacción de
neurotransmisores en esta estructura cerebral
son más escasas que las realizadas sobre
estriado.
La estimulación de receptores glutama-
térgicos AMPA y KA producen liberación de
DA en la corteza prefrontal (Jedema y
Moghaddam, 1996). Sin embargo, la
estimulación de receptores NMDA no produce
liberación de DA, aunque si de CABA
(Jedema y Moghaddam., 1996). Se ha descrito
que el efecto de la aplicación de NMDA es
diferente según las dosis utilizadas. Así, 1 mM
de NMDA induce liberación de DA en la
corteza, pero 0.1 mM de NMDA inhibe la
liberación de DA (Feenstra e aL, 1995). Por
otra parte, el bloqueo de los receptores NMDA
produce liberación de DA (Wedzony el a!,
1993; Nishijima cf aL, 1994).
No está claro cómo la estimulación de
receptores glutamatérgicos AMPA y KA
produce una liberación de DA en la corteza
prefrontal, ya que no se ha descrito la presencia
de estos receptores en terminaciones dopami-
nérgicas en esta estructura cerebral. Tampoco
está clara lafUnción del receptor NMDA como
modulador de la neurotransmisión dopami-
nérgica en la corteza prefrontal, aunque los
datos disponibles apuntan a que tendría una
función inhibidora de las tenninaciones
dopaniinérgcias. probablemente a través de la
estimulación de intemeuronas gabérgicas.
En relación con el efecto de la aplicación
de agonistas y antagonistas dopaminérgicos se
ha descrito que el bloquee de receptores de DA
con haloperidol aumenta la liberación de DA
sin modificar la de CLII (Bean y Rotli, 1991;
Daly y Mogiiaddain, 1993; Pehek y
Yamamoto, 1994). Por otra parte, estudios in
vdro han descrito que la estimulación de
receptores de DA produce liberación de CABA
(a través de receptores D2) (Retaux ci al,
1991a), pero también inhibición de la
liberación de CABA inducida eléctricamente
(Retauxeía!, 1991b).
La aplicación de agonistas de los
receptores CABA-A no afecta a la liberación
de DA, aunque su bloquee produce un
aumento de la liberación de DA (Santiago et
al, 1 993b), indicando que el CABA inhibe de
forma tónica la liberación de DA. Por otra
parte, la estimulación de receptores CABA-E
reduce la liberación in vivo de DA (Santiago et
aL, 1993b) y la liberación in viíi’o de CLII
(Pende el a!, 1993). mientas que su bloqueo
aumenta la liberación de DA (Santiago el a!,
1993 b), lo cual sugiere la existencia de
receptores CABA-E a nivel de las
terminaciones dopaminergicas y glutamatér-
gicas con función inhibidora.
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4. INTERACCIÓN DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO CEREBRAL:
PLANTEAMIENTO DE LA
INVESTIGACIÓN
La modulación recíproca de la transmision
neural mediada por diferentes neurotrans-
misores es un campo relativamente nuevo de
investigación en neurociencias (ver p. ej. las
revisiones de Lannes y Micheletti, 1994; Mora
y Porras, 1994; Di Chiara y Morellí, 1994).
Aunque la forma en la que diferentes
neurotransmisores se modulan recíprocamente
en diferentes estructuras cerebrales todavía no
se comprende bien, este concepto de
interacción de neurotransmisores podría
ayudarnos a entender mejor el funcionamiento
del cerebro y sus alteraciones. Por ejemplo, la
comprensión de que en el estriado existe un
balance entre la neurotransmisión dopami-
nérgica y la neurotransnasión acetilcolinérgica
ayudé a buscar nuevos tratamientos para la
enferm edad de Parkinson. Recientemente, la
revisión de esta interacción entre la DA y la
acetilcolina a la vista de los resultados sobre
interacción entre DA y CLU está abriendo una
nueva ya en el tratamiento farmacológico de la
enfermedad de Parkinson (ver la revisión de
Sclumidt et al., 1992). Una alteración en la
interacción de neurotransmisores podría estar
implicada también en la esquizofrenia (ver p.
ej. Cartsson y Carlsson, 1990; Crace, 1991;
Lannes y Micheletti, 1994).
A lavista de que el concepto de interacción
de neurotransmisores puede explicar mejor las
alteraciones que ocurren en algunas enferme-
dades psiquiátricasy neurológicas, es coherente
pensar que también podría explicar los cambios
que se producen durante el envejecimiento. Por
ejemplo, las alteraciones motoras que se
observan durante el envejecimiento, y que
tradicionalmente se han considerado produ-
cídas por la alteración aislada de la neuro-
transmisión dopaminérgica en el estriado,
pueden entenderse mejor como la consecuencia
de una alteración de la interacción de neuro-
transmisores en esta región cerebral.
Algunos autores han descrito ya ciertas
alteraciones en la interacción de neuro-
transmisores durante el envejecimiento. Por
ejemplo, Thompson et al., (1984) y Joseph et
al., (1988) han descrito, con técnicas in vitro, la
existencia de un deterioro en la interacción
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entre laDA y la acetilcolina en el estriado de la
rata.
El objetivo de esta Tesis Doctoral fue
estudiar la interacción de neurotransmisores
durante el proceso de envejecimiento. Con este
fin se diseñaron, en primer lugar, experimentos
para abordar el conocimiento de la interacción
que existe entre la DA, el GLU y el CABA en
el estriado y la corteza preftontal de la rata
adulta joven. A continuación se diseñaron
experimentos con el fin de estudiar la
interacción entre estos neurotransmisores a lo
largo del proceso de envejecimiento de la rata
La elección del estriado y de la corteza
cerebral como estructuras objeto de estudio
obedece ados razones.
En primer lugar, ambas han sido objeto de
investigación sobre interacción de neurotrans-
misores debido a los conocimientos que se
tienen sobre los neurotransmisores que
contienen y las vías neurales en las que están
implicadas. Así, en el estriado, las neuronas
gabérgicas reciben aferencias glutaniatérgicas
procedentes de la corteza y aferencias
dopaminérgicas procedentes de la sustancia
negra (Smith y Bolam, 1990; Parent y Hazrati,
1995). En la corteza prefrontal, las neuronas
piranadales son glutamatérgicas y reciben
aferencias dopaminérgicas procedentes del área
ventrotegmental del mesencéfalo y aferencias
gabérgicas procedentes de interneuronas de la
propia corteza(Van Eden el a!, 1987; Séguéla
et al., 1988; Verney eta!, 1990). En resumen,
tanto en el estriado como en la corteza
prefrontal existe una base anatómica y
neuroquimica para la existencia de una
interacción entre DA, CLII y CABA.
En segundo lugar, ambas estructuras están
implicadas en las alteraciones de la conducta
que pueden observarse en el proceso de
envejecimiento: el estriado ha sido implicado
en los trastornos de la coordinación de
movimientos que ocurren durante el
envejecimiento, y la corteza preftontal ha sido
implicada en los trastornos cognitivos de los
ancianos.
Con el fin de cumplir el objetivo de esta
Tesis Doctoral, se realizaron los siguientes
expenmentos:
1. Estudio del efecto de la aplicación
intracerebral de apomorfina a las dosis de
5, 10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y CLN en
el estriado de la rata adulta joven.
2 Estudio del efecto de la aplicación
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 1iM sobre las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y GLN en
el estriado de larata de edad media
3. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y CLN en
el estriado de la rata vieja
4. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebral de apomorfina a las dosis de
5, 10 y 20 gM sobre las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y GLN en
lacorteza prefrontal de la rata adultajovea
5. Estudio del efecto de la aplicación
mtracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y CLN en
la corteza prefrontal de la rata de edad
media
6. Estudio del efecto de la aplicación
intracerebral de apomorfina a las dosis de
10 y 20 pM sobre las concentraciones
extracelulares de CLII, CABA y CliN en
lacorteza prefrontal de la rata vieja
Dado que la CLN es el precursor
metabólico principal tanto del CLU como del
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CABA, en todos los experimentos se analizó la
concentración extracelular de GLN como
índice del estado en el que se encuentra el
metabolismo de ambos aminoácidos.
En estos experimentos, se usó la
apomorfina, un agonista no selectivo de los
receptores de DA, con el fin de imitar los
efectos de la DA, ya que la apomorfina, de
forma semejante a la DA, posee mayor
potencia sobre los receptores D2 que sobre los
receptores Dl (ver Creese et al., 1983). En
todo caso, a las concentraciones usadas en
nuestros expenmentos, la apomorfina produce
su efecto a través de la estimulación de ambos
tipos de receptores, puesto que a concentra-
ciones nanomolares actúa sólo sobre receptores
D2, pero a concentraciones micromolares actúa
sobre ambos receptores (Creese el al., 1983).
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MATERIAL Y MÉTODOS
1. ANIMALES
Los animales utilizados en el trabajo
experimental de esta Tesis Doctoral fueron
ratas adultas macho de raza Wistar de tres
grupos de edad: ratas jovenes, de 2 a 3 meses
de edad y un peso comprendido entre los 230 y
los 400 g (315 ~ 6 g); ratas de edad media, de
II a 14 meses de edady un peso comprendido
entre los 510 y los 745 g (615±16 g); y ratas
viejas de 24 a 34 meses de edad y un peso
comprendido entre los 380 y los 845 g (604 ±
46 g de peso). Las ratas fueron suministradas
por el Servicio de Animales de Experimen-
tación de la Universidadde Cranada.
Durante la experimentación, los animales
se mantuvieron en jaulas individuales con un
fotoperiodo de 12 h y una temperatura de 20-
25 oc. La comida y la bebida fueron sumi-
nistradas ad libuum.
2. MATERIAL
2.1. CONSTRUCCIÓN DE IMPlANTES PARA
LA PERFUSIÓN INIRA CEREBRALIN VIVO
Los implantes empleados para laperfusión
intracerebral in vivo constan de los siguientes
elementos:
- dos cánulas de acero inoxidable de 0.90
mm (20 ga) de O externo, 0.66 mm de O
interno y 10 mm de longitud, que se
utilizan para guiar el sistema de cánulas
push-pull (cánulas gula);
- dos cánulas de acero inoxidable de 0.63
mm (23 ga) de O externo y 10.2 mm de
longitud, que se utilizan para cerrar las
cánulas guía (obturador).
Una vez colocadas en paralelo y a la
distancia adecuada, se unieron ambas cánulas
guia mediante resina plástica Ivoclar. La
distancia a la que se fijan las cánulas guía
depende de la estructura cerebral a estudiar. Las
cánulas guía bilaterales utilizadas en los
experimentos de esta Tesis Doctoral se unieron
a una distancia de 5 mm para los experimentos
realizados en el estriado y de 1.8 mm para los
experimentos realizados en la corteza
prefrontal.
2.2. CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE
CÁNULAS PEJSJCI-PULL
El material utilizado para la construcción
de cada sistema de cánulas push-pull fue el
sigwente:
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- una cánula de acero inoxidable de 1.27 mm
(18 ga) de O externo, 0.84 mm de O
interno y 12 mm de longitud;
- una cánula de acero inoxidable de 0.63 mm
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
interno y 20 mm de longitud;
- una cánula de acero inoxidable de 0.63 mm
(23 ga) de O externo, 0.33 mm de O
interno y 10 mm de longitud, con uno de
sus extremos biselado;
- una cánula de acero inoxidable de 0.30 mm
(30 ga) de O externo y 35 mm de longitud.
El sistema de cánulas pusIi-pulí se
construyede la siguiente manera (ver Figura 6):
se introduce la cánula de 30 ga o cánula push
en el interior de la cánula de 23 ga y 20 mm de
longitud o cánula pulí. Entre los extremos
distales de las cánulas push y pulí debe existir
una distancia de 0.3 mm con el fin de que la
succión del líquido de perfusión y el arrastre de
las sustancias liberadas sean óptimos. Este
sistema concéntrico se introduce a su vez en
una cánula de 18 ga y 12 mm de longitud. Por
uno de los extremos de esta cánula de 18 ga
sobresale el sistema concéntrico completo; por
el extremo opuesto, por donde sobresale la
cánula push, se introduce la cánula de 23 ga y
10 mm de longitud por su extremo biselado.
Ambos extremos de la cánula de 18 ga se
cierran con sendas soldaduras de estaño de
modo que dicha cánula se convierte en una
cámara perfectamente cerrada en la que el
líquido que penetra en la cánula pulí del
sistema concéntrico es recogido por la cánula
pulí de extremo biselado.
El resultado final es un sistema de cánulas
en el que el líquido de perfusión es introducido
a través de la cánula push y recogido a través
de la cánulapuii (ver Figura 7).
cánula cánula
push pushNL
cánula
puil
NS
cánula cánula
push
NL
soldadura
~~
Fig. 6 Representación esquemáticadelproceso de
conslrucc¡ón de la~ cánulav push-pulL
Fig. 7. Representación esquemática del
]Imcionaznienzo de la cánula push-pult Elárea
sombreada representa el volumencerebral
perfundido. A la izquierda, dibujo a tamaño real de
una canula push-pull.
u
A
4
—25 mm
~ mmj 41> ~563Qi4p~0300gm
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2.3. PREPARACIÓNDE /VQUJTHESLN
El anestésico Equithesin fue preparado en
el laboratorio disolviendo 2 1.25 g de hidrato de
cloral en 49.4 mL de etanol absoluto. Una vez
obtenida dicha solución se añaden sucesi-
vamente las siguienies soluciones:
- 4.86 g de pentobarbital sódico disueltos en
21 mL de aguabidestilada;
- 198 mL de 1,2-propilenglicol;
- 10.63 g de sulfato magnésico disueltos en
50 mL de agua bidestilada;
- agua bidestilada c.s.p. 500 mL.
La solución obtenida debe conservarse a
temperatura ambiente.
3. METODOSEXPERIMENTALES
3.1. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
ESTEREOTAX1CO
Los implantes para la perfusión intrace-
rebral in vivo fueron colocados estereotáxi-
camente en el cerebro del animal mediante una
intervención quinirgica descrita más adelante.
El material empleado en dicha intervención fue
el siguiente:
- bisturí;
- destornillador de relojero;
- pinzas hemostáticas;
- resina plástica Ivoclar (International Dental
Producta);
Espongostan Film (Fenosan);
tornillos de 1.4 mm de O;
espátula recta;
aguja de insulina
- estereotáxico para roedores (David Kopf
instrumenta 900);
- brocadelnndeO;
- motor porta brocas (Casali DSE-47).
El instrumental quirúrgico se mantuvo en
una solución desinfectante de annil al 1 pormil
durantetoda la intervención.
Previamente ala operación, las ratas fueron
pesadas y anestesiadas con Equithesin (ver
preparación en el apartado 2.3 de Material y
Métodos) ya intraperitoneal a la dosis de 2
mL/kg de peso. El animal se colocó en el
estereotáxico pinzando el maxilar superior 4
mm por debajo de la línea interaural. Tras
descubrir la calata mediante una incisión
longitudinal y controlar con Espongostan las
pequeñas hemorragias producidas, se localizó
el punto Bregma Bregma fue utilizado como
referencia en la obtención de las coordenadas
estereotáxicas anteropostenor y lateral nece-
sanas para situar las cánulas guía.
Las coordenadas estereotáxicas utilizadas
para la localización de las cánulas guía fueron
calculadas a partir del atlas estereotéxico de
Kónig y Klippel (1967). Para los implantes en
el estriado las coordenadas fueron: 0.6 mm
anterior y 2.5 mm lateral a Eregma Para los
implantes en la corteza prefrontal de las
coordenadas fueron: 3.6 mm anterior y 0.9 mm
lateral aBregma
Seguidamente se abrieron cuatro orificios
en la calota, dos para el emplazamiento de los
tornillos de fijación y otros dos para las cánulas
guía A continuación se localizó la superficie
de la duramadre, tomándose ésta como
referencia para la coordenada de profundidad.
Posteriormente se rasgó superficialmente la
duramadre con una aguja y se introdujo la
cánula gnia 1 mm por debajo de la superficie
dural en el caso de los implantes en el estriado
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y 0,5 mm de profundidad en el caso de los
implantes en la corteza prefrontal.
El implante se fijó a la calota con resma
plástica Ivoclar. Una vez que la resina hubo
fraguado se introdujeron los obturadores en el
interior de las cánulasguía
Finalizada la operación se colocó al animal
en su jaula vigilándole la ingesta de comida y
bebida así como el peso durante los dias
sigmentes a la rntervenc¡ón. Dianamente se
movilizaron los obturadores, limpiándose con
etanol al 70%, con el fin de mantener
permeable la cánula guia
3.2. PERFUSIÓNlNnt4CEREBRAL 17V VIVO
La perfusión intracerebral in vivo se realizó
utilizando el sistema de cánulas concéntricas o
cánulas push-puii descrito en el apartado 2.2.
de Material y Métodos. Este sistema permite la
infusión de un liquido de perfusión en una
estructura cerebral determinada a través de la
cánula push y su posterior recogida, junto con
las sustancias químicas liberadas, a través de la
cánula pulí. La técnica de perfusión
intracerebral itt wvo push-puil que se va a
describir es una modificación de la publicada
por Myers (1972) y ha sido utilizada
rutinariamente en nuestro laboratorio (Mora y
Porras, 1993; Porras y Mora, 1993; Sanz etal.,
1993; Expósito el al., 1994; Segovia et al,
1994).
El extremo superior de la cánula push se
unió mediante un tubo de polietileno PE-lO a
unajeringa Hamilton de 5 mL acoplada en una
bomba de infusión Harvard 22. El extremo
superior de la cánula pulí biselada se unió a un
polietileno PIE-SO cuyo extremo opuesto quedó
acoplado en un colector de ftacciones Jaytee
5512 (ver Figura 8). El colector de fracciones
se colocó por debajo del punto de perfusión a
una distancia tal que la inijisión y la recogida
de líquido se realizaron al mismo flujo y
simultáneamente.
flg. & Representación esquemálicadel sistema
completo utilizadopara la realización de los
experimentos mediante la técnica de push-pull
continuo. (a) Bomba de inflhsion; <b) xálvula de
cuatro vias; «9 animal de experimentación con la
cánula push-pull; (d) colector defracciones.
Las perfusiones intracerebrales itt vivo se
realizaron de dos a cuatro días después de la
intervención quirúrgica Tras retirar el obtu-
rador, la cánula push-pull se introdujo de fomia
que su extremo inferiorquedó 4mw ó 2.5 mm
por debajo de la superficie dural en los experi-
¡tientos realizados en el estriadoy en la corteza
prefrontal respectivamente (ver Figura 9).
b
a
d
a b c
4,
Fig. 9. Dibujoesquemáticode la cánula guía
implantada en lacalota del animalcon el
obturador introducido (a). Para inciar laperfusión
intracerebral, se retirael obturador de la cánula
gula (b) y se introduce lacánula push-pull (c).
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El liquido de perfusión utilizado fue
liquido cefalorraquideo sintético (LCRs)
preparado previamente en el laboratorio. La
composición del LCRs fije la siguiente: NaCí:
122.0 mM; KCI: 3 mM; CaCI2: 1.2 mM;
KH2PO4. 0.4 mM; NaHCO3: 25 mM;
MgSO~±7WO: 12 mM y glucosa 5.9 mM
(pH=7.8). Antes de comenzar la perfusión, se
filtró el LCRs un filtro Millipore de 0.22 mm
de diámetro de poro y se alamacenó en un
frasco. Los filtros y los frascos fueron esteri-
lizados previamente en un autoclave.
La perfusión se realizó de forma continua a
un flujo de 20 jiL/mun durante 150 miii. El
tiempo de recolección de cada muestra fue de
10 miii. En estudios previos de nuestro
laboratorio se ha comprobado que, con esta
técnica, los niveles de aminoácidos se
estabilizan tras 50 miii de perfUsión continua
(Porras. 1992), por lo cual las muestras
recogidas durante los 50 primeros mm de
perfusión no se analizaron en los sucesivos
experimentos. Tras la obtención de niveles
estables de aminoácidos se recogieron cinco
muestras (50 miii) para detenninar los niveles
basales de aminoácidos (muestras basales).
Durante la recogida de la sexta muestra (entre
el mm SOy el miii 60) y mediante el giro de la
llave de una válvula Harvard 1-1V 4-4 de cuatro
vías se infundió la apomorfina (muestras
estimulo). Posteriormente, mediante un nuevo
giro de la llave de la válvula Harvard HV 4-4,
la perfusión se continuó con LCRs durante 40
min (muestras partesíímulo).
La apomorfina se inñmdió directamente
sobre la estructura en estudio disuelta en LCRs.
La solución de apomorfina se preparó de 10 a
30 mm antes de utilizarla en cada experimento.
Además, con el fin de evitar la degradación de
la apomorfina se añadió a la disolución ácido
ascórbico auna concentración de 0.4 gM.
La apomorfina se utilizó a las dosis de 5,
10 y 20 pM en los experimentos con ratas
jóvenes y a las dos dosis superiores en los
experimentos con ratasde edadmedia y viejas
Los perfundidos obtenidos se hicieron
pasar a través de un filtro Millipore de 0.22
mm. Inmediatamente después la muestras
fueron almacenadas a -so 0(7 hasta el momento
de su análisis.
3.3. ANÁLISIS DÉ] AMíNOÁCIDOS POR
CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA
RESOLUCIÓN (HFLQ)
Todos los perfundidos fueron analizados
en un cromatógrafo Waters 600E acoplado a
un detector de fluorescencia Waters 420-AC.
Se utilizó una precolumna Resolve C15
(Waters) seguida de una columna de fase
inversa Resolve Ct~ (Waters) de 15 cm de
longitud, 3.9 mm de diámetro, 5 mm de
tamaño de particula y 90 Á de diámetro de
poro.
3.3.1. Cuanqílcactón de aminoácidos
como 0PtA -derivados
Para la detección y cuantificación de los
aminoácidos presentes en las muestras
recogidas se realizó una derivación precolumna
con el reactivo o-fiaidialdehído-3-mercapto-
propiónico (OPA-3-mercaptopropiónico) de
acuerdo con el método descrito por iones el al.
(1981) y modificado por Herranz el al. (1985).
Estemétodo se ha venido utilizando en nuestro
laboratorio, con pequeñas modificaciones, de
forma rutinaria (Cobo, 1990; Cobo el al.,
1992, 1993; Expósito el al., 1994; Segovia et
al., 1994).
El material necesario para la preparación
del reactivo OPA-3-mercaptopropiónico es el
siguiente:
- borato sódico (Na2B4O7 10H20) (Merck);
- metanol grado HPLC (Scharlau);
- o-flaldialdehido (OPA) (Sigma);
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- ácido 3-mercaptopropiónico (Sigma).
El reactivo se prepara del siguiente modo:
tras disolver 32 mg de OPA en 800 pL de
metanol se añaden 7140 pL de una solución de
tampón borato 0.1 M ajustadaaunpH de 9.5.
Posteriormente se añaden 54 pL de ácido 3-
mercaptopropiónico. La solución debe conser-
varse a temperatura ambiente en un frasco
opaco y cerrado. El reactivo preparado posee
unavalidezde 15 días.
La derivación precolumna de los amino-
ácidos fUe realizada de la siguiente manera. A
20 pL de muestra se le incoiporaron 5 pL del
estándar interno utilizado (homoserina 0.025
mM) y 10 pL del reactivo OPA-3-mercapto-
propiónico. La mezcla resultante se agitó en un
aparato vortex durante 15 seg para favorecer la
reacción. Transcurrido 1 tuin desde la adición
del reactivo OPA-3-mercaptopropiónico a la
muestra, se añadieron 5 1.tL de ácido acético al
5% con el fin de disminuir el pH de la mezcla
y evitar la pérdida de sílice de la columna
Finalizada la derivación, se inyectaron en el
cromatógrafo 20 jiL de la solución obtenida
mediante un inyector tipo Reodhyne de
volumen fijo.
3.3.2. Condiciones cromarográficas
Para conseguir una correcta separación de
los picos correspondientes a cada aminoácido
se empleó un gradiente de dos fases móviles,
con un flujo constante de entrada a la columna
de 1 mL/mm (Herranz el al., 1985). El
programa de gradientes utilizado puede verse
en la Tabla 1.
Los reactivos empleados en la preparación
de las dos fases móviles utilizadas fueron los
siguientes:
- tampón acetato sádico 4 M (Pierce);
- alcohol isopropilico grado IcIPLC
(Scharlau);
- metanol grado HPLC (Scharlau);
agua ultrapura obtenida de un sistema de
purificación de agua Milli-Q plus
(Millipore) y filtrada a través de un filtro
Millipore de 0.45 mr.
La fase móvil A consistió en una solición
95/5 (vol/vol) de tampón acetato sádico 50
mM y metanol, a la que se le añadieron 12.5
mL de alcohol isopropilico por cada litro de
mezcla. El tampón acetato sádico utilizado en
la fase móvil A se preparó a partir de una
solución de acetato sódico 4 M con pH
ajustado a 5.67 y filtrada a través de un filtro
Millipore de 0.45 pin.
La fase móvil B consistió en una mezcla
70/30 (vol/vol) de metanol y agua.
Previamente a su utilización, ambas solu-
ciones se degasificaron mediante sonicación
durante 15 mm. Posteriormente se colocaron en
el cromatógrafo y durante 5 mm se sometieron
a un burbujeo de helio a un flujo de 100
¡nL/mm. Durante el proceso de análisis el flujo
de helio se mantuvo a 10 mL/mm.
Tabla 1. Programa de gradientes utilizado en el
análisis cromatográfico de las muestras. Los 16
primeros mm de este programa de gradientes
fueron usadospara el análisis de las muestras; los
4 mm siguientesfueron usados comoprograma de
preparación paraun nuevoanálisis.
TIEMPO FLUJO Fase A Fase 13
(miii) (nilJnuin) (%) (%)
0.00 1 90 10
9.00 1 52 48
12.00 1 0 100
16.00 1 0 100
16.01 1 90 lO
20.00 1 90 10
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La detección de los aminoácidos OPA-
derivados se realizó con un detector de
fluorescencia Waters 420-AC con un filtro de
excitación de 340 nm y un filtro de emisión de
460 nm
EJ cálculo de factores de respuesta y
tiempos de retención y la cuantificación de los
aminoácidos se llevó a cabo con un integrador
registrador Waters 745 siguiendo el método del
estándar interno. El estándar interno empleado
fríe la homoserina En la Figura 10 puede verse
un ejemplo de cromatogramas obtenidos con
las condiciones descntas.
3.2.2.1. Factor de dilución
El hecho de realizar una derivación
precolumna de la muestra o de la solución
patrón obliga a calcular un factor de dilución
que tenga en cuenta el volumen de muestra que
se encuentra en la mezcla inyectada La
preparación de la muestra se hizo, tal y como
se hamencionado previamente, añadiendo a los
20 ¡iL de muestra o solución patrón, 5 li de
estándar interno, 10 ¡iL de OPA-3-mercapto-
propiónico y 5 ¡iL de ácido acético al 5%. El
volumen final de la mezcla fue, por tanto, de
40 1iL. De estos 40 ¡iL se inyectaron 20 1iL en
el cromatógrafo. El volumen total de muestra
inyectado fue, por tanto, de 10 pL. El factor de
dilución se calculó hallando la inversa del
volumen de muestra inyectado, resultando ser
dc 1/10 = 0.1. La concentración de cada
aminoácido presente en la muestra se calculó
multiplicando la cantidad medida de dicho
aminoácido por el factor de dilución 0.1.
3.2.22. Calibración
La calibración se realiza con el fin de dar al
integrador valores de referencia de los tiempos
de retención y factores de respuesta de cada
aminoácido analizado. El tiempo de retención
de cada sustancia es el tiempo medio que tarda
en salir de la columna del cromatógrato y es
utilizado por el integrador para identificarla El
factor de respuesta de cada sustancia es un
valor que relaciona las concentraciones cono-
ciclas de esta sustancia y del estándar interno
conlas áreas de los picos cromatográficos.
Para ¡a calibración del cromatógrafo, se
prepararon soluciones estándar de cada uno de
los aminoácidos analizados a una concen-
tración de 0.05 mM. El disolvente empleado en
todas las disoluciones fue LCRs. Los amino-
ácidos empleados fueron L-GLU, (liABA,
GLN y HL-homoserina (Sigma).
A partir de las soluciones estándar se
preparó una solución patrón mezclando 150 pi
de la solución estándar de cada aminoácido,
excluido el estándar interno (homoserina). Las
soluciones patrón así obtenidas se almacenaron
a -80 0(7 basta el momento de su utilización
La calibración se realizó inyectando en el
cromatógrafo 5 partes alícuotas de solución
patrón. La inyección de la misma muestra
varias veces pennite al integrador registrador
Waters 745 calcular los factores de respuesta y
los tiempos de retención medios para cada
aminoácido. En la Tabla 2 se recogen los datos
obtenidos de una de las calibraciones realizadas
para el trabajo experimental de esta Tesis
Doctoral
3.2.23 Coeficiente de variación
Para calcular la variación intrínseca propia
del método de análisis se inyectaron en el
cromatógrafo 7 partes alícuotas de una solución
patrón con concentraciones de 5 mM de cada
aminoácido. Puesto que estas inyecciones
fueron realizadas por el mismo experimentador
y en las mismas condiciones, las posibles
diferencias obtenidas son reflejo de la
variabilidad propia del método. En la Tabla 2
puede observarse el coeficiente de variación de
cada aminoácido obtenido durante el trabajo
experimental de esta Tesis Doctoral.
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Tabla 2. Factores de respuesta (FJ~L tiempos de
retención (IR) y coeficiente de variación (CV)
obtenidos en una de las calibraciones realizadas
durante el trabajo experimental realizado para esta
Tesis DoctoraL
Fig. 10. Ejemplo de cromatogramas obtenidos con
lascondiciones cromatográficas descritas en el
texto: a) patrón; b) muestra obtenida de un animal
medianteperfusión intracerebral lii vivo. La escala
representael tiempo de análisis (en miii). 1: GLLk
2: GLN; 3: homoserina; 4: GASA.
y de la concentración de aminoácido en el eje
de abcisas resultó ajustarse a una línea recta
(verFigura 11).
Fig. 11. Curva de linealidad obtenidapara los
aminoácidos GLU GAliA y GLN bajo las
condicionescromatográficas descritas en el texto.
3.4. COMPROBACIÓNDE LA LOCALIZ4CIÓN
DE LAS CÁNULAS
Una vez finalizados los experimentos, se
comprobó la correcta localización de las
cánulas guía y push-pull mediante el estudio
macroscópico de las piezas cerebrales.
El material empleado
comprobación fue el siguiente:
3.2.2.4. Linealidaddel análisis
cromatográfico
Para determinar la linealidad del método de
análisis cromatográfico descrito se inyectaron
en el cromatógrafo soluciones patrón con una
concentración constante de homoserina (5 ¡iL
de homosermna 0.025 mM — 62.5 pmoles) y
concentraciones variables de los aminoácidos a
analizar. La representación gráfica de la
relación entre el área de cada aminoácido y el
área del estándar interno en el eje de ordenadas
- NaCí (Merck);
- fonnaldehído 3540% (Panreac),
- heparina 5% (Leo);
- microtomo de congelación Leitz (Wetzlar);
- lupa binocular (Zeiss).
Los animales fUeron anestesiados con una
inyección intraperitoneal de 2 mL/Kg de
Equithesin (ver composición en el apartado 2.3
de Material y Métodos). A continuación se les
AMINOÁCIDO FR TR CV
Ácidoglutámico 1.014 5.04 3.18%
Glutainina 1,170 7.31 1.11%
Homoserina - 8.25 -
GABA 1.119 14.34 2.45% CURVA DE LINEALIDAD
• GABA
• GLN
• GLU
4>
~ 2 -
1•tu
•13
o.
0 5 10 15 20 25
[AA]en i.IMa b 2
___________ ~>~;i
para dicha
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Material y Mé¡oda
infundió solución salina isotónica (NaCí 0.9%)
con heparina al 1%, seguida de una solución de
formaldehído al 10% a través de un punción en
el ventrículo izquierdo. Terminada la infusión,
se extrajeron los cerebros con unos alicates
planos y se mantuvieron a -4”(7 sumergidos en
una solución de fonnaldehído a] 10%.
Para su estudio niacroscopico los cerebros
fueron colocados en un microtomo de congela-
ción y se cortaron en secciones de 150 ¡im. A
continuación se comprobó la localización ade-
cuada de las cánulas gala implantadas y del
área de perfusión utilizando una lupa binocular.
4. MÉTODOS ESTADÍSTICOS
Para el análisis de los resultados obtenidos
se consideraron corno valores control de cada
grupo la media de los cinco valores obtenidos
antes de la aplicación de
valores control reflejan
aminoácidos de cada
condiciones basales.
la apoinorfma. Estos
la concentración de
grapo obtenida en
Los valores control de los tres grupos de
edad en cada una de las estructuras se
compararon utilizando un análisis de la
varianza de unavía.
Los resultados obtenidos en los grupos de
animales de diferente edad tras la estimulación
con apomorfina se analizaron utilizando un
diseño factorial de tres vías en el que las vías
fueron las dosis de apomorfina utilizadas (10 y
20 pM), el grupo de edad de los animales
(jóvenes, de edad media y viejos) y el tiempo
(10 muestras). El diseño factonal se hizo con
medidas repetidas en el tiempo, comparando
los valores estimulo y post-estimulo con el
valor control.
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RESULTADOS
Los resultados obtenidos en los expe-
rimentos realizados para esta Tesis Doctoral se
presentan en forma de Tablas y Gráficas. Las
Tablas muestran, en valores absolutos, las
concentraciones extracelulares de los aimno-
ácidos analizados (en gM las de GLU y GLN,
en nM las de (liABA). Las Gráficas muestran
dichas concentraciones en porcentajes con
respecto a su valor control (la media de los
valoresde las cinco muestras basales).
Todas los resultados mostrados pertenecen
a experimentos en los que se comprobó que el
área de perfusión estaba localizada en el
estriado o en la corteza prefi-ontal de la rata en
estudio.
1. INTERACCIÓN DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOSEN
EL ESTRIADO
1.1. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CL U en el estriado
de la rata adulta joven
La concentración extracelular de GLU
obtenida en el estilado de la rata adulta joven
en condiciones basales fríe, con nuestro
método, de 0.24 + 0.02 ¡iM.
La aplicación directa del agonista dopami-
nérgico apomorfina en el estriado de ratas
jóvenes produjo un aumento de la concen-
tración extracelular de GLU dependiendo de la
dosis utilizada.
A la dosis de 5 pilvl, la apomorfina no
modificó de forma estadisticamente significa-
tiva la concentración extracelular de GLU en el
estriado de ratas jóvenes. El incremento
máximo alcanzó el 136% del valor control
(P>0.l0). Sin embargo, a dosis de lOy 20 ¡iM,
la apomorfina produjo un aumento de la
concentración extracelular de GLU que
comenzó durante laaplicación de la misma y se
mantuvo durante 30 mm. El aumento máximo
de la concentración de GLU alcanzó el 167%
del valor control con la dosis de 10 ¡iM
(P<0.005) y el 184% del valor control con la
dosis de 20 gM (P<0.001).
7.2. Efecto de la apomoty9na sobre las
concentrac iones de CLU en el estriado de
la rata de edad media
La concentración extracelular de GLU
obtenidaen el estriado de la rata de edad media
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en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 0.30±0.03pM.
En las ratas de edadmedia, la aplicación de
apomorfina a la dosis de 10 pM produjo un
aumento de la concentración extracelular de
GLU sólo en la muestras postenor a la aplica-
ción de apomorfina Este aumento alcanzó el
171% del valor control (P<0.005). Por el
contrario, la apomorfina, a la dosis de 20 jíM,
no modificó de forma estadisticamente signifi-
cativa la concentración extracelular de OLU en
el estriado de ratas de edad media El incre-
mento máximo alcanzó el 124% del valor
control (P>0. 10).
1.3. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CL U en el estriado
de la rata vieja
La concentración extracelular de CLU
obtenidaen el estriado de la rata vieja en condi-
ciones basales fue, con nuestro método, de
0.26 ±0.04 jíM.
En las ratas viejas, la aplicación de apo-
morfina, a las dosis de 10 y 20 ¡iM, no modi-
ficó de forma estadísticamente significativa la
concentración extracelular de GLU en el
estriado. Los aumentos máximos alcanzados
fueron del 121% del valor control con la dosis
de 10 1iM (Pi’O.l0) y del 136% del valor
control con la dosis de 20 MM (P>O. 10).
1.4. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CL U en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento
La concentración extracelular de <RU en
el estriado de la rata en condiciones basales no
fije significativamente diferente entre los tres
grupos de edad (P>0.l0).
El efecto de la apomorfina, ala dosis de 10
pM, sobre las concentraciones extracelulares
de OLU fue significativamente menor en el
grupo de ratas viejas que en los grupos de ratas
jóvenes y de edad media(PcZ0.0l).
El efecto de la apomorfina, a ladosis de 20
1iM, sobre las concentraciones extracelulares
de GLU fue significativamente diferente entre
los tres grupos de edad (p<0.OS). Sin embargo,
las comparaciones dos a dos no resultaron
estadisticamente significativas.
Grupo de edad GLUTAMATO
(estilado)
2-3 meses (iriS) 0.24 + 002
12-13 meses (irí 1) 0.30 + 0.03
24-34 meses (n=13) 0,26 + 0.04
TeibIa 3. Concentraciones extracelulares de ácido
glutámico (en pM media + error estándar de la
media) obtenidas en condiciones basales del
estriado de ratas adultas machojóvenes, de
mediana edady viejas.
1.5. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CABA en el estriado
de la rata adultajoven
La concentración extracelular de CABA
obtenida en el estriado de la rata adulta joven
en condiciones basales fue, con nuestro
método, de4O±7nM.
La aplicación directa del agonista dopa-
minúrgico apomorfina en el estriado de ratas
jóvenes produjo un aumento de la concen-
tración extracelular de CABA dependiendo de
la dosis utilizada.
A la dosis de 5 jiM, la apomorfina no
modificó de forma estadísticamente significa-
tiva la concentración extracelular de CABA en
el estilado de ratas jóvenes. El incremento
máximo alcanzó el 146% del valor control
(P>O. 10). Por el contrario, a las dosis de 10 y
20 gM, la apomorfina sí produjo un aumento
de la concentración extracelular de CABA.
Con la dosis de 10 1¡M de apomorfina, el
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aumento en la concentración de CABA se
observó durante la aplicación de la apomorfina
y alcanzó el 178% del valor control (P<0.005).
Con la dosis de 20 MM de apomorfina, el
aumento en la concentración de CABA
comenzó durante la aplicación de la
apomorfina y se mantuvo durante 30 mm,
alcanzando su máximo valor durante la
aplicación de la apomorfina (191% del valor
control) (P<0.005).
1.6. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CABA en ei estriado
de la rata de edad media
La concentración extracelular de CABA
obtenida en el estriado de larata de edad media
en condiciones basales fUe, con nuestro
método de50±7nM.
En las ratas de edad media, la aplicación de
apomorfina, a las dosis de lO y 20 MM,
produjo un aumento en la concentración
extracelular de CABA sólo en la muestra
posterior a la aplicación de la apomorfina. Este
incremento alcanzó el 175% (NO.05) y el
167% (P<0.05) del valor control respecti-
vaniente.
1.7. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CABA en el estriado
de la rata vieja
La concentración extracelular de CABA
obtenida en el estriado de la rata vieja en
condiciones basales fue, con nuestro método,
de43+7nM.
En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina, a la dosis de 10 MM. no modificó
de forma estadisticain ente significativa la
concentración extracelular de CABA en el
estriado. El incremento máximo alcanzó el
126% del valor control (P>-0. 10). Sin embargo,
la apomorfina a ladosis de 20 MM, produjo un
aumento de la concentración extracelular de
CABA durante su aplicación. Este aumento
alcanzó el 172% del valor control (NO.0 1).
1.8. Ejécto de la apomorfina sobre la
concentración de CABA en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento
La concentración extracelular de CABA en
el estriado de la rata en condiciones basales no
se diferencié de forma significativa entre los
tres gruposde edad (P>O. 10).
El efecto de la apomorfina, aladosis de 10
MM~ sobre las concentraciones extracelulares
de CABA fUe significativamente menor en el
grupo dc ratas viejas con respecto a los grupos
de ratas jóvenes y de edad media (¡‘<20.01).
El efecto de la apomorfina, a la dosis de 20
MM, sobre las concentraciones extracelulares
de CABA no fue significativamente diferente
entre los tres grupos de edad.
Grupo de edad CABA
(estriado)
2-3 meses (n17) 40 + 7
12-13 meses (n=l0) 50±7
24-34 meses (n12) 43 + 7
Tabla 4. Concentraciones extracelulares de CABA
(en nA’L media + error esiándar de la media)
obtenidas en condicionesbasales del estriado de
ratas adultas machojóvenes, de mediana edady
veas.
1.9. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CLN en el estriado
de la rata a lo largo del envejecimiento
Las concentraciones extracelulares de CLN
obtenidas en el estriado de la rata en condi-
ciones basales fueron, con nuestro método, las
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siguientes: en el grupo de ratas adultas jóvenes,
1.25 1- 0.12 pM; en el grupo de ratas de
mediana edad, 1.08 + 0.08 PM; y en el grupo
de ratas viejas 120 + 0.16 pM. La concen-
tración extracelularde GLN en el estilado de la
rata en condiciones basales no se diferenció de
forma significativa entre los tres grupos de
edad (P>0.l0).
La aplicación de apomorfina, a las dosis de
5, 10 y 20 pM, no modificó de fonna
estadísticamente significativa la concentración
extracelular de GLN en el estriado de la rata en
ninguno de los grupos de edad estudiados.
Gn~po de M~H GLUTAMINA
(esniado)
¡
2-3 rneses(n=17) 1.25 +0.12
12-13 meses (n=tl0) 108 + 0.08
24-34 meses (w13) 1.20 + 0.16
Tabla 5. Concentraciones extracelulares de
glutamina (en ~¿4<media -4- error estándar de la
media) obtenidas en condicionesbasales del
estriado de ratas adultas machojóvenes, de
mediana edady viejas.
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mli,
AP05~tM AW)10~iM
(n=5) (n51
APO2%±M
(n5)
APOIOF¡M
(,r6)
APO2OpíM
(n5)
A}UIOpM
(n#S)
AKI2OpM
(,r5)
lO 021 4004 0.294008 0.20-4-003 0.33+0.04 0.31 40.09 0.27-11107 027-4-0.08
20 0.2240.02 0.25+0.06 0.2240.03 0.3640.04 0.27-4-010 0.244<1.04 0.34+0.18
30 0.244<1.03 0.251-0.04 0.2540.04 0.3140.07 0.2640.09 0.21 40.04 0.3440.18
40 (1.21 4-002 0.26-4-006 Oil 40.03 027 40Á)3 0.334013 0 28+0 II 025+006
50 023+004 028+0.04 023 +034 0284006 0274006 0.21 -i-005 0294<) lO
U tiC4t16 -:: MI4tUt~~~ ~37~ ~ fl4J~ S~to~’ t214t% tiCtic
70 028-4005 04240.04 040+008 050+017 02240.05 0.2640.08 035-1-014 ¡
80 0214006 04240.09** 036+0.08 039+008 033+0.04 02340.04 0284006
90 0.1940.03 0.2840.07 0.27-1-0.04 0.3940.03 0.24+0.05 0.2940.08 0.2240,06
lOO 0.1640.03 0.39+0.10 0.2040.03 0.2640.06 0.25+004 0244006 0.2940,11
ratasadultas jóvenes
ÁCIDO CLUTAMICO (estilado)
ratas de edad media
Tabla 6. Concentraciones extracelulares de ácido glutámico (en~‘4<medial error estándar de la media)
obtenidasmediante peiflísión intracerebral en el estriado de ratas adultas machojóvenes, de mediana edady
viejas. Durante la obtención de la sexta muestra (mm 60) se admninistra intracerebralmente el agonista
dopazninérgico apomoé’fina (APO) a las dosis de 5, 10 ó 20 vM Los asteriscos indican la sign~2cación
es¡ad¿stica de cada valor con respectoasn valor control (*** Nr P<O.O05; ~“~<‘ = P<¿0.00
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ratas v~as
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ÁCIDO GLUTÁMICO
ESTRIADO
—e-- 5pM
—u— 10pM
—A-- 20 pM
PcO.006
P.cO.001
ratas jóvenes
** *
ratas viejas
hfr½ttt4ti
APO
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (mm)
70
Fig. 12. Efecto de la aplicación intracerebral de apomorfina (APO), a las dosis de 5, lOy.20 pM, sobre la
concentración extracelularde ácido glutámico en el estriadode ratasjóvenes, de edad media y viejas.
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APOSpM
miii (,r4)
APOIOgM
(n7)
AI*)2OpM
(irS)
APOIO1iM
(¡rS)
A1XÚ2OjiM
(¡rS)
APOIOpM
(¡r7)
APO2OpxM
(n5)
lO 25+4 50+14 39+9 40+12 69+16 56+20 41±11
20 26+8 47±17 43+10 34-4-9 52±7 43+6 42±10
30 29+2 49±15 44+9 48±12 50+7 41±7 34+12
40 26+7 45+11 37+11 50±13 58±7 48+10 35±9
50 24+2 47+10 42+11 42+13 58±9 41+6 45+13
e 75+ an - ~ ~ s*~9 -; .%1&s-> .
70 31+9 58+10 72±26” 80±2V 87+26* 43+6 53+15
80 29+7 56+17 69±24** 57+17 53+11 32+10 49+12
90~33±11 54+20 46±10 47+9 51+9 34+5 41+11
100 26+6 59+22 47+12 25+2 53+11 39+11 43+11
ratas adultasjóvenes
CABA (estriado)
ratas de edad media
Tabla 7. Concentraciones extracelidares de CABA (en nA’L mecho + error estándar de la media) obtenidas
mediante perfusión intracerebral en elestriado de ratas adultas macho jóvenes, de mediana edady viejas.
Durante la obtención de la sexta muestra (miii 60) se administra intracerebralmente el agonista
dopaminérgico apomorfina (ARO) a dosis de 5, 10 ó 20 MM Losasteriscos indican la sign~/2cación estadística
de czz&u valor con respecto asu valor control (* = P<0.05¿ ** = P<0.01; ~ = P<20.005).
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Fig. 13. Efecto de laaplicación intracerebral de apomorfina (ARO), a las dosis de 5, JOy2O ~uM,sobre la
concentración extracelular de (JARA en el estriado de ratasjóvenes, de edad mediay viejas.
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mm
APOSpM
(n5)
APOI0~iM
(n=7)
APO2O1iM
(n=5}
AIXDIOUM
(n=5)
M~2OHM
(n=5)
APoIO~M
(n=8)
APO20~vt
(n=5)
lO 08640.13 1.33+0.23 1.5240.18 1.06+026 1.1840.17 1.27+0.29 1.16+0.43
20 1.0440.14 1.20+0.15 1.7840.38 1.1440.28 1.0340.08 1.2940.34 1.54+0.90
30 ¡.04+0.15 0.9240.10 1.47+0.25 1.0140.22 1.05+0.10 ¡ 0.9540.18 1.14+0.31
40 1.18+0.32 1.1040.13 1.6440.30 1.06+0.25 1.31-1<1.2] 1.42+0.49 1.2240.50
50 1.18+0.17 159+046 1.24+0.14 11840.15 0.9640.25 I.I7+o.~
.4* tA4414 IS4UO .fl$3.4fl~ . OS+t86 tas4*.
51Úi*tu
70 ¡174021 0.96+0.13 1.7240.64 0764022 1.59+0.30 143+0.71 1.51+043
80 130+031 1.0640.11 1.39+0.44 0784025 1.47+0.21 11940.48 1.96+077
90 117+025 ¡.0440.12 1.21+0.11 059+017 1.4540.23 09740.21 1.914070
100 1314024 0.96+0.10 1.2340.26 062+013 &9840.04 111+0.18 1.674054
ratas adultas jóvenes
GLUTAIVIINA (estriado)
ratasde edad media
Tabla & Concentraciones extracelulares de glutamina (en ,uM media + error estándar de la media) obtenida’
mediante perfusión intracerebral en el estriado de ratas adultas macho jóvenes, de mediana edady viejas.
Durante la obtención de la sexta muestra (mm 60) se admmnistra intracerebralmente elagonista
dopaminérgico apomorfina (APO) a dosis de 5, 10620 iNi
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Fig. 14. Efecto de laaplicación intracerebral de apomorfina (ARO), a las dosis de 5, lOy2O pM sobre la
concentración extracelul.ar de glutainina en el estriado de ratasjóvenes, de edad media y viejas.
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ÁCIDO GLUTÁMICO
ESTRIADO
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Fig. 15. Concentracionesextracelulares de ácido
glutámico obtenidasen condiciones basales en el
estriado de ratasjóvenes, de edad mediay viejas.
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Ely. .16. Aumento máximo de las concentraciones
extracelulares de ácido glutámico obtenido tras la
aplicación de apomorfina (APO) a las dosis de 10
y20 pM en el estriado de ratasjóvenes, de edad
mediay viejas.
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Fig. ¡7. Concentraciones extracelulares de GABA
obtenidas en condiciones basales en el estriado de
ratasjóvenes, de edadmediay viejas.
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Fig. l& Aumento máximo de las concentrad <mes
extracelnlares de GABA obtenido tras la aplicación
de apomorfina (ARO) a las dosis de lOy 20 pM
en el estriado de ratasjóvenes, de edad media
y viejas.
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Fig. ¡9. Concentraciones extracelulares de
glutamina obtenidasen condiciones basales en el
estriado de ratas jóvenes, de edad mediay viejas.
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2. INTERACCIÓN DE
NEUROTRANSMISORES Y
ENVEJECIMIENTO: ESTUDIOSEN
LI CORTEZA PREFRONTAJI
2.1. Ejécto de la apomorfina sobre las
concentraciones dc GLU en la corteza
prefrontal de la rata adulta joven
La concentración extracelular de CLU
obtenida en la corteza prefrontal de la rata
adulta joven en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 0.29 + 0.02 mM.
La apomorfina, a las dosis de 5 MM y 20
pM, no modificó de forma estadisticamente
significativa la concentración extracelular de
CLU en la corteza prefrontal de ratas jóvenes.
El incremento máximo alcanzó el 125% del
valor control con la dosis de 5 pM (P)>0.10) y
el 119% del valor control con la dosis de 20
pM (P>0.l0)
La aplicación de apomorfina, a la dosis de
10 pM, produjo un aumento de la coticen-
tración extracelular de CLU. Este aumento
comenzó durante la aplicación de la
apomorfina y sc mantuvo durante 20 mm. El
máximo incremento de la concentración de
GLU alcanzó el 178% del valor control
(NO.00 1).
2.2. Efecto de la apomorfina sobre lw
concentraciones de GL (¡en la corteza
prefrontal de la rata de edad media
La concentración extracelular de GLU
obtenida en la corteza prefrontal de la rata de
edad media en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 0.36±0.05mM.
La aplicación de apomorfina a la dosis de
LO pM no modificó de forma estadisticamente
significativa la concentración extracelular de
GLU en la corteza prefi’ontal de las ratas de
edad media El incremento máximo alcanzó el
115% del valor control (¡‘>0.10). Sin embargo,
la apomorfina, ala dosis de 20 MM, produjo un
aumento en la concentración extraceluiar de
CLU en la corteza prefrontal que alcanzó el
130% del valor control (¡‘<0.01).
2.3. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de (U.U en la corteza
prefrontal de la rata vieja
La concentración extracelular de GLU
obtenidaen la corteza prefrontal de la rata vieja
en condiciones basales fue, con nuestro
método, de 0.31 + 0.02 mM.
En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina, a las dosis de 10pM y 20 pM, no
modificó de forma estadisticamente significa-
tiva la concentración extracelular de (}LU en la
corteza prefrontal. El incremento máximo
alcanzó el 132% del valor control con la dosis
de lOpM(P>0.10)yel ll8%delvalorcontrol
con la dosis de 20 pM (P>O. 10).
2.4. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CL U en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento
La concentración exiracelular de CLIJ en
la corteza prefrontal de la rata obtenida en
condiciones basales con nuestro método no fue
significativamente diferente entre los tres
grupos de edad(¡‘-<0.10).
El efecto de la apomorfina, a la dosis de 10
pM, sobre las concentraciones extracelulares
de CLU fue significativ amente menor en los
grupos de ratas de edad media y viejas que en
el grupo de ratas jóvenes (p<0.05). Sin
embargo, el efecto de la apomorfina, a la dosis
de 20 pM, sobre las concentraciones extra-
celulares de GLU no fue significativamente
diferente entre los tres grupos de edad.
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Grupo de eáad GLUTAMATO
(corteza prefrontal)
2-3 meses (n17) 0,29 + 0.02
11-l4meses(n=l0) 0.36+0,05
24-26 meses (xr13) 0.31 + 0,02
Tabla 9. Concentraciones extracelulares de ácido
glutámico (en pM media terror estándar de la
media) obtenidas en condiciones basales de la
corteza prefrontal de ratas adultas macho jóvenes,
de mediana edady viejas.
2.5. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CABA en la corteza
prefrontal de la rata adulta joven
La concentración extracelular de CABA
obtenida en la corteza prefrontal de la rata
adulta joven en condiciones basales fue, con
nuestro método de 32 + 4 nM.
La aplicación directa del agonista dopa-
minérgico apomorfina en la corteza preftontal
de ratas jóvenes produjo un aumento de la
concentración extracelular de CABA depen-
diendo de la dosisutilizada
A la dosis de 5 gv!, la apomorfina no
modificó de forma estadísticamente significa-
liva la concentración extracelular de CABA en
la corteza prefrontal de ratas jóvenes. El
incremento máximo alcanzó el 120% del valor
control (P>0.10). A las dosis de 10 ~tMy 20
gM, sin embargo, la apomorfina produjo un
aumento de la concentración extracelular de
CABA. Con ambas dosis, el aumento en la
concentración de CABA se observó durante la
aplicación de la apomorfina y alcanzó el 175%
(P<10.05) y el 177% (P<0.05) del valor controL
respectivamente.
2.6 Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de CABA en la corteza
prefrontal de la rata de edad media
La concentración extracelular de CABA
obtenida en la corteza prefrontal de la rata de
edad media en condiciones basales fue, con
nuestro método, de 54 + 11 nM.
En las ratas de edad media, la aplicación de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 gM, no
modificó de forma estadisticamente signifi-
cativa la concentración exínicelular de CABA
en la cortezaprefrontal. El incremento máximo
alcanzó el 124% del valor control con la dosis
delO ~iM(P>O.l0)yel 142%delvaloreontrol
con la dosis de 20 1iM (P>O.05).
2.7. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata vie¡a
La concentración extracelular de CABA
obtenidaen la corteza prefrontal de la rata vieja
en condiciones basales fUe, con nuestro
método de4S+6nM.
En las ratas viejas, la aplicación de
apomorfina, a las dosis de 10 y 20 pM, no
modificó de forma estadísticamente significa-
tiva la concentración extracelular de CABA en
la corteza prefrontal. El incremento máximo
alcanzó el 140% del valor control con la dosis
de 10 ktM (PM). 10) y el 105% del valor control
conla dosis de 20 1.¡M (P>0. 10).
2.8. Efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GABA en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento
La concentración extraceluiar de CABA en
la corteza prefrontal de la rata obtenida con
nuestro método en condiciones basales no fue
significativamente diferente entre los tres
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grupos de edad. Sin embargo, la significación
alcanzada (P=0.06) sugiere la necesidad de
aumentar el tamaño de muestra de los grupos
para confirmar este resultado. Además, la
comparación posterior entre grupos indica la
existencia de una mayor concentración
extracelular de CABA en los grupos de ratas de
edad media y viejas que en el grupo de ratas
jóvenes (¡‘<0.05).
El efecto de la apomorfina sobre las
concentraciones extracelulares de CABA, tanto
ala dosis de 10 iM (P)’O.10) como a la dosis
de 20 1.¡M (¡‘>0.10), no fue significativamente
diferente entre los tres grupos de edad.
Grupo de edad CABA
(corteza prefrontal)
2-3 meses (n17) 32+4
¡1-l4mesesQr=lO) 54+11
24-26 meses (n= 12) 48 + 6
Tabla ¡O. Concentraciones extracelulares de CABA
(en nlvL media + error estándar de la media)
obtenid.as en condiciones basales de la corteza
prefrontal de ratas adultas machojóvenes, de
mediana edady viejas.
2.9. Afecto de la apomorfina sobre las
concentraciones de GLN en la corteza
prefrontal de la rata a lo largo del
envejecimiento
Las concentraciones extracelulares de CLN
obtenidas en la corteza preftontal de la rata en
condiciones basales fueron, con nuestro
método, las siguientes: en el grupo de ratas
adultas jóvenes, 1.92 + 0.25 1íM; en el grupo
deratasdemedianaedad, 1.51±0.26~iMyen
el grupo de ratas viejas, 1.48 ±0.32 gM. La
concentración extTacelular de CLN en la
corteza prefrontal de la rata en condiciones
basales no se diferenció de forma sígmficativa
entre los tresgrupos de edad (¡‘>0.10).
La aplicación de apomorfina, a las dosis de
5. 10 y 20 gM, no modificó de forma
estadisticamente significativa la concentración
extracelular de CLN en la corteza preftontal de
la rata en ninguno de los grupos de edad
estudiados.
Grupo de edad GLUTAMINA
(corteza prefrontal)
2-3 meses (n=17) 1.92±0.25
l1-l4mesesQrlo) 1.51 +026
24-36 meses (n=13) 1.48 + 0,32
Tabla ¡1. Concentraciones extracelulares de
glutamina (en pA<L media + error estándar de la
media) obtenidas en condiciones basales de la
cortezaprefrontal de ratas adultas machojóvenes.
de mediana edady viejas.
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mil,
APOSpM
(,r~5)
APO lOpM
(n=5)
APO2O1M
(rs6)
AI’O I0!IM
(irs)
APO2OgM
(1r6)
APO 101iM
(n=5)
APO2OpM
(n~5)
10 0.30 ‘+0.04 0.27 10.06 0.31 +003 0.30+0.07 0.43 -*0.07 0.31 -*0.05 0.33 «>04
20 0.24 -*0.03 025 -+0.04 0.28+0.05 0.28 40.05 0.43 ‘+0.10 0.27 ‘40.04 0.30 +0.04
30 0.28 +0.05 029 +0.05 0.34*0.06 0.26 -*0.04 0.46 +0.09 0.30 +0.04 0.37 +0.05
40 0.27+0.05 028+0.07 0.35+0.06 0.26 -*0.04 0.41 -+008 024 +0 03 0.37 40.07
50 0.26 +0.03 028 +0.04
~
0.26 +0.04
~É44.?I~
0.27+0.06
. —
.txt
0.45 +0 07 027 +0 04
~
0.29 -4-0.04
70 0.33 40.09 0 45+0.09 *** 0.38 +0.11 0.28 +0.06 0.49+0.12 0.25 +0.03 0.32 40.09
80 0.31+0.06 0.34 +0.08 0.31+0.08 0.24 40.04 0.51+0,11 0.25 +0.04 0.35 +0.10
90 0.28+0.06 0.31 -+0.06 0.30+0.06 0.27+0.04 0.39 -+0.08 0.27+0.05 0.25+0.04
100 0.30+0.05 0.31+0.06 0.35+0.12 0.24+0.03 0.51+0.19 . 0.22+0.03 0.30+0.08
ratas adultas jóvenes
ÁCIDO GLUTAMICO (corteza prefrontal)
ratas de edad media
Tabla 12. Concentraciones extracelulares de ácido glutámico (en pU, media + error estándar de la
n4on
4a) obtenidas mediantepe,fusión intracerebral en lacorteza prefrontal de ratasadulías macho
jóvenes, de mediana edad y viejas. Durante la obtención de lasexta muestra (mi» 60) se administra
intracerebralinente el agonista dopaminérgico apomorfina (APO) a dosis de 5, 10 ó 20 MM. Los
asteriscos indican la significación estadistica de cada valor con respecto a su valor control
= P’<0.01; ~ = P<0.001).
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Fig. 20. Efecto de la aplicación intracerebral de apomorfina (APO), a las dosis de 5, IOy20 ,‘M sobre la
concentración extracelular de ácido glutámico en la corteza prefrontal de ratasjóvenes, de edad media y
viejas.
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mm
AIX) 5 ~tM
(n6)
AIX) lO ~tM
(n5)
APO 20 pM
(n~>
AIX) lO pM
(n5)
AH.) 20 ptA
(n~)
APO lO pM
(n’5~
APO 20 iNI
(n5)
10 26+4 37+11 29+5 41±12 69+19 36+1! 4~+Il
20 23+4 26±7 32±6 37+10 63+13 41±10 49±5
30 24+4 40+12 34±7 33+9 77±22 40±7 57+9
40 32+11 39+14 39+8 31±4 76±22 46±10 64+14
50 37±9 35±9 26+3 34+9 69+14 52+13 55+8
34±12 n.a fl+»-’-’~-’ .4,--
4N~
~
70 34+8 45±9 35±9 36+15 83+16 32±7 58+24
80 34+10 38±8 30±7 34+1! 89+23 35+10 64+3!
90 41+17 39+11 28+6 36+10 73+12 34+8 48+17
100 23+4 27+6 30+8 29+6 71-4-15 28+8 42±14
ratas adultas jóvenes
CABA (corteza prefrontal)
ratasde edad media
Tabla 13. Concentraciones extracelulares de CABA (ennAo’, media + error estándar de la media) obtenidas
mediante perfvsión intracerebralen lacorteza prefrontal de raías adultas macho jóvenes; de mediana edady
viejas. Durante la obtención de la sexta muestra (mi» 60) se administra intracerebralmente el agonista
dopammnérgico apomorfina (ARO) a dosis de 5,10 ó 20 gv!? Los asteriscos indican la sig¡4ficación estadística
de cada valor con respectoa su valor control (* = P<0. 05).
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GABA
CORTEZA PREFRONTAL
—e~— 5 VM
—u— 10pM
—4— 20 pM
* P<0.05
*
ratas de edad media
APO
ratas viejas
¡ ¡ ¡ ¡ ¡
10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (mm)
Fig. 21. Efecto de laaplicación intracerebral de apomorfina (~4PO), a las dosis de 5, IOy2O pM, sobre la
concentración extracelular de CABA en la corteza prefrontal de ratasjóvenes. de edad media y viejas.
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ratas adultas jóvenes
GLUTAMINA (certeza prefrontal)
ratas de edad media
mm
AIX) 5 pM
(n=5)
APO lO pM
(n=6)
AIX) 20 pM
(r.=4)
AIX) 10 pM
(u,=3)
AIX) 20 pM
(n5)
AIX) lO pM
(n5)
AIX) 20 pM
(n3)
lO 1.66+0.41 2.52+0.77 2.09+0.55 1.82+0.55 1.36+0.29 1.46*0.53 1,46+0.72
20 1.36+0.21 1.7340.41 2.27+0.37 1.54+013 1.1340.20 1.64+0.47 0.96+0.35
30 130+015 236+072 2.31+0.51 1.65+0.43 1.47+0.41 1.78+0.53 1.13+0.43
40 1.57+0.44 1.75-14)37 2.11-44)20 1.84*0.35 1.43+0.40 1.64+0.45 0.95+0.06
50 1.27+0 !5 2.524068 203+0.36 1.57+0.17 1.64+0.51 1.70+0.36 1.52+0.48
0 L43jt30 LUn’ tM$a> flsfl$~ US$21:. :E»$2UÁi Ui+t4ZWj
70 1.27+0.37 2.14+0.65 1.99+0.13 1.56+0.38 1.18+0.15 114+0.38 1.76+0.37
80 ¡.5940.33 2.1640.68 211+0.24 171+0.50 1.19+0.20 1.52+0.45 2,0140.29
90 1.85+0.41 1.92+0.63 1.87+0.35 1.67+0.30 1.34+0.31 I.42 +0.32 1.3440.22
100 1.84+027 2.1440.62 1.85+0.50 2.09+0.50 1.33+0,31 1.35+0.29 1.25+0.30
TaNa ¡4. Concentraciones extracelulares de glutamina (en pM, media + error estándar de lamedia)
obtenidasmediante perfl¿sión intracerebral en la corteza prefrontal de ratas adultas machojóvenes, de
mediana edad y viejas. Durante la obtención de la sexto muestra (mm. 60) se administro mntracerebralmente el
agonista dopaminérgico apomorfina (ARO) a dosis de S, 10 ó 20 pM?
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ratas viejas
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Fig. 22 Efecto de laaplicación intracerebral de apomorfina (ARO), a las dosis de 5, ¡0 y 20 pM, sobre la
concentración extracelular de glutamina en la corteza prefrontal de ratasjóvenes, de edad inediay viejas.
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Fig. 23. Concentraciones extracelulares de ácida
glutámico obtenidas en condiciones basales en la
corteza prefrontal de ratasjóvenes, de edad media
y viejas.
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Fig. 24. Aumento máximode las concentraciones
extracelulares de ácido glutámico obtenido tras la
aplicación de apomorfina (ARO) a las dosis de 10
y2O ~dvfen la cortezaprefrontal de ratasjóvenes,
de edad mediay viejas.
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Fig. 25. Concentraciones extracelulares de CABA
obtenidas en condiciones basales en la corteza
prefrontalde ratasjóvenes, de edad mediay viejas.
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Fig. 26. Aumento máximo de las concentraciones
extracelulares de CABA obtenido tras la aplicación
de apomorfina (ARO) a las dosis de IOy20 1¿M
en la corteza prefrontal de ratas jóvenes, de edad
media y viejas.
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Fig. 27. Concentraciones extracelulares de
glutamina obtenidas en condiciones basales en la
corteza prefrontal estriadode ratasjóvenes, de
edad mediay viejas.
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1. ACERCA DELOSMETODOS
1.1. SOBRE EL MÉTODO DE PERFUSIÓN
INIRA CEREBRALIii VIVO
Las concentraciones extracelulares de
neurotransmisores se pueden cuantificar in vivo
con dos tipos de técnicas diferentes: técnicas iii
situ y técnicas ex sun. Las técnicas in situ
detectan y miden compuestos químicos
directamente en el espacio intersticial (p. ej. la
voltametria) (Kissinger et aL, 1973). Las
técnicas ex situ, o de perfusión intracerebral,
recogen sustancias del espacio intersticial para
ser analizadas posteriormente. Existen varias
técnicas ex sun: el cup cortical (Mclntosh y
Oborin, 1953), la perfusión push-pull
(Gaddum, 1961) y la diálisis (Bito et al.,
1966).
La voltanietría permite cuantificar las
concentraciones extracelulares de neuroirans-
misores por medio de un microelecirodo,
implantado en la región cerebral a estudiar, que
oxida las moléculas de interés. Esta oxidación
genera unas comentes que pueden ser
relacionadas con las concentración de la
molécula oxidada (ver las revisiones de
Benveniste, 1989; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et al., 1993). La gran ventaja de esta
técnica es que realiza la medición de las
concentraciones de neurotransmisores in situ.
Posee, además, un tiempo de resolución muy
corto (Westerink y Justice, 1991). Sin
embargo, la voltametría está, en principio,
limitada a la detección de neurotransmisores
oxidables. Además, existen problemas de
selectividad, ya que compuestos diferentes
pueden poseer potenciales de oxidación
similares (Benveniste, 1989; Benveniste el aL,
1989). En los últimos años se ha avanzado en
la resolución de estas limitaciones (ver p. ej.
González-Mora et aL, 1991). En todo caso, a
diferencia de la voltametria, las técnicas ex situ
penniten detectar todas las sustancias químicas
presentes en el espacio intersticial (Myers,
1986; Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Gardneretat. 1993).
El cup cortical consiste en un pequeño
cilindro colocado quirúrgicamente en contacto
directo con la superficie cortical. El cup,
formado por el cilindro y la superficie cortical,
puede ser perÑndido con soluciones
fisiológicas, permitiendo la recogida de
sustancias difundidas desde la superficie
cortical al líquido de perfusión (Benveniste,
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1989; Westerink y Jastice, 1991; Gardaer el
aL, 1993). Esta técnica es la menos empleada
de las técnicas ex situ dado que sólo permite la
perfusión de estructuras cerebrales superficiales
y es diificil de aplicar a animales despiertos
(Westerink y Justice, 1991; Gardner et al.,
1993).
Frente al iip cortical, las técnicas de
perfusión push-pull y de diálisis, por el
contrano, permiten acceder a todas las
estructuras cerebrales y pueden aplicarse al
animal despierto (Benveniste. 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et al., 1993).
Las técnicas de push-pull y diálisis son
muy similares. Ambas utilizan una cánula de
perfusión que es implantada en el área cerebral
que se desea estudiar (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et aL, 1993). El diseño de la cánula es
básicamente el mismo en ambas téc cas~. dos
cánulas, bien concéntricas, bien paralelas, a
través de las cuales fluye el líquido de
perfusión. La diferencia principal entre ambas
tecnicas consiste en la presencia, en el caso de
la diálisis, de una membrana semipenneable en
el extremo de la cánula de perfusión
(Benveniste, 1989).
1.1.1. Comparación de lbs técnicas de
peifusión intracerebral: diálisis vs. push-
pulí
La presencia de una membrana dialítica en
el extremo de la cánula de diálisis evita el
contacto directo del liquido de perfusión con el
tejido cerebral e impide el paso de sustancias
de elevado peso molecular (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et al., 1993). Esta membrana evita, de
este modo, el paso de proteínas al liquido
recogido y, por tanto, la degradación de los
neurotransmisores por acción de enzimas
presentes en el liquido recogido, no siendo
necesaria la desproteinización de las muestras
antes de su análisis (Ungerstedt, 1991;
Westerink y Justice, 1991; Gardner et al.,
1993). No obstante, la membrana dialitica
puede entorpecer el paso de algunas sustancias
de interés presentes en el liquido extracelular,
disminuyendo su concentración en el liquido de
perfusión (Justice y Neil, 1986; Westerink y
Justice, 1991). Esto obliga a utilizar un mayor
tiempo de recogida para cada muestra y
métodos de analisis mas sensibles. Por otra
parte, la recuperación de sustancias químicas
desde el espacio extracelular a través de la
membrana dialitica depende del coeficiente de
difusión de dichas sustancias, del área de la
membrana de dialisis, del flujo del liquido de
perfusión, de las propiedades de la membrana
y de la temperatura (Benveniste, 1989;
Benveniste et al., 1989; Ungerstedt, 1991).
El sistema de perfusión push-pull evita
algunos de los inconvenientes de la diálisis,
debido a que existe un contacto directo del
liquido de perfusión con el espacio intersticial
(Myers, 1986). De esta forma, no existe ningún
obstáculo a la recuperación de sustancias del
liquido extracelular. Sin embargo, por esta
misma razón, es necesaria la desproteinización
de las muestras antes de su análisis mediante
filtración. Además, la perfusión push-pull
provoca un mayor daño tisular debido al mayor
tamaño de las cánulas de push-pull (0.6-0.7
mm de diámetro frente a <0.5 mm en la
diálisis) y a un flujo de perfusión más elevado
(20 pL/mm en el caso del push-pull frente a los
1 a 3 gL/min de la diálisis) (Benveniste, 1989;
Ungerstedt, 1991; Westerink y .Justice, 1991;
Gardner et al., 1993).
1.1.2 Limitaciones de la técnica de
peifusión intracerebral push-pull
La técnica utilizada en los experimentos
que se presentan en esta Tesis Doctoral fue la
perfusiónpush-pull.
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La principal desventaja de esta técnica es
que produce un mayor daño tisular que la
diálisis (Benveniste, 1989; Ungerstedt, 1991;
Westerink y Justice, 1991; Gardner el al.,
1993). Con el fin de hacer mínimo este daño,
se tomaron las siguientes precauciones:
- se emplearon sistemas de cánulas
concéntricas que se obturan con menor
frecuencia (Myers, 1986);
- la distancia existente entre los extremos
distales de las cánulas push y ¡mli fue de
0.3 mm.; con esta medida el daño tisular es
mimmo y la eficacia en la recogida de
sustancias desde el tejido cerebral está
cercana al máximo para el flujo de
perfusión empleado (Yaksb y Yamamura,
1974);
- el liquido de perfusión empleado fue
isotónico con respecto al líquido
cefalorraquideo, ya que las soluciones
isotónicas producen un menor daño tisular
que las soluciones hipotónicas o
hipertónicas (Yaksh y Yamura, 1974).
El uso de la técnica push-pull lleva
asociado la necesidad de un sistema de succión
del líquido de perfusión que funcione
simultáneamente a la infusión del mismo
(Myers, 1986; Westerink y Justice, 1991;
Gardner et aL, ¡993). Este problema se
soluciona con el uso de las bombas de
infusión-succión. A tales bombas se aplican
dos jeringas de modo que una infunda liquido
y la otra lo recoja Tal proceder, sin embargo,
tiene un importante rnconveniente. Para recoger
la muestra obtenida ha de interrumpirse la
perfusión y extraerse la cánula push-pull. De
este modo, a cada periodo de perfusión debe
seguirle un período de interrupción de la
perfusión para recoger la muestra desde la
jeringa de succión. Cada periodo de
interrupción exige la extracción de la cánula
push-pulI y cada período de perfusión exige su
nueva introducción. Tales manipulaciones
pueden producir un mayor daño tisular y la
posibilidad de que los niveles de aminoácidos
sean más reflejo del daño producido que de las
concentraciones extracelulares reales.
En nuestro laboratorio se ha desarrollado y
utilizado la técnica de push-pull continuo, que
evita los inconvenientes descritos al utilizar
como fuerza de succión la gravedad y no
necesitar, por tanto, una jeringa de succión
(Mora y Porras, 1993; Porras y Mora, 1993;
Sanz et aL, 1993; Expósito el aL, 1994;
Segovia et aL, 1994). Para ello, el extremo
libre del tubo de recogida (el tubo adaptado a la
cánula pulO se coloca en un colector de
fracciones a una distancia del punto de
perfusión tal que la infusión y la extracción del
líquido se realice al mismo flujo y
simultáneamente. De este modo se evitan las
sucesivas extracciones e introducciones de la
cánula push-pull con lo cual se consigue un
menor daño tisular y ima mejoría en el
seguimiento de los niveles del neurotransmisor
en la estructura cerebral estudiada, pues no hay
períodos de interrupción en los que se pierda
infonnación.
La técnica push-pull (y también la diálisis)
tiene otro inconveniente: la introducción de un
cuerpo extraño en el cerebro desencadena una
serie de reacciones en el tejido que perturban su
homeostasia Se ha descrito que durante los dos
o tres días siguientes a la implantación de las
cánulas guía no existen alteraciones apreciables
en el tejido cerebral; sin embargo, a partir del
tercer día se observa una reacción astrocitaria
que puede alterar el metabolismo y la difusión
de los aminoácidos (Myers, 1986; Benvenistey
Diemer, 1987; Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). Por este motivo, los experimentos
presentadosen esta Tesis Doctoral se realizaron
entre dos y cuatro días después de la
intervención quirurgica Por otra parte, el
extremo de la cánula push-pull estaba situado 3
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mm por debajo del extremo del la cánula guía
en el caso de los experimentos en el estriado y
1.5 mm en el caso de los experimentos en la
corteza prefrontal, por lo que el área de
perfusión estaba alejada del área de posible
perturbación provocada por la implantación de
las cánulas guía. Además, se llevó a cabo un
único experimento en cada área de perfusión,
evitando así la introducción repetida de la
cánula push-pull y el posible daño que ello
produzca, a pesar de que recientemente se ha
descrito que se pueden llevar a cabo
experimentos de microdiálisís sucesivos
durante siete días con un diseño de cánulas
intercambiable (Fumero et aL, 1994).
La introducción de la cánula pz¿s’h-pull al
comenzar los experimentos de perfusión
también provoca alteraciones del tejido
cerebral cercano. Por ejemplo. algunos estudios
han descrito que la introducción de las cánulas
produce una reacción aguda con disminución
del flujo sanguíneo cerebral y del consumo de
oxigeno (Benveniste et aL, 1987). Esta
perturbación inicial hace aconsejable comenzar
a recoger muestras para su análisis después de
obtener niveles estables del neurotransmisor
estudiado (Benveniste, 1989; Ungerstedt,
1991). No está claro, sin embargo, cuánto
tiempo debe trancunir entre la introducción de
la cánula y el inico de los experimentos.
Utilizando nuestra técnica, se comprobó
previamente que los niveles de aminoácidos
analizados alcanzaron un estado de equilibrio
tras 50 mm de perfusión continua (Pon-as,
1992), por lo que las muestras recogidas
durante los 50 primeros miii de perfusión no se
analizaron en los experimentos.
A pesar de todas estas medidas, la
perfusión push-pull (y también la diálisis)
produce un cierto daño tisular. Por ello se ha
cuestionado el origen (intracelular o
extracelular) de las sustancias presentes en el
líquido recogido. Diversos autores han
intentado contestar a esta cuestión a través de
diferentes aproximaciones metodológicas:
- se han cuantificado sustancias que están
presentes de fonna predominante en el
espacio intracelular, como LDH, y cuya
salida al espacio extracelular no está en
relación con la actividad neuronal; tras la
aplicación de estímulos que inducen la
liberación de neurotransmisores, las
concentraciones extracelulares de estas
sustancias no se modificaron (Greenfleld et
aL, 1983);
- se han infundido precursores de neuro-
transmisores marcados radiactivamente,
obteniéndose, posteriormente, la liberación
de neurotransmisores marcados, tanto en
condiciones basalescomo tras estimulación
(Mora y Myers, 1984; Besson el aL, 1986).
- se han inflindido sustancias capaces de
liberar neurotransmisores, como altas
concentraciones de FC (30 a 100 mM); la
obtención de un aumento en la liberación
de neurotransmisores tanto en la técnica de
perfusión push-pull como en la diálisis
sugiere la integridad funcional de las
neuronas en el punto de perfusión (ver p.
ej. Girault er mt, 1986% Yamamoto y
Davy, 1992; Campbell etat, 1993)
Los resultados descritos demuestran que las
técnicas de perfusión intracerebral son útiles
para estudiar la liberación de neurotransnnsores
iii vivo (se puede consultar una revisión amplia
en Ungerstedt, 1991). En relación con los
aminoácidos, sin embargo, no se ha podido
demostrar de forma consistente el origen
celular de los aminoácidos que se recogen en
las muestras. Por ejemplo, no se ha demostrado
adecuadamente que las concentraciones de
aminoácidos obtenidas en condiciones basales
dependan de Ca2~ con la técnica push-pull. Se
ha descrito que la estimulación con altas
concentraciones de K~ induce unaliberación de
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aminoácidos neurotransmisores que depende
de la presencia de Ca2~ (Girault el al., 1 986a),
lo cual sugeriría que esta liberación es
exocitótica Sin embargo, estos resultados no
han sido conlirmados. Además, la aplicación
de concentraciones de K’ por encima de 50
mM produce la salida de aminoácidos desde
células gliales (Bemath, 1992) y los métodos
para estudiar la dependencia del Ca2 también
han sido criticados (Hernath, 1992). Por otro
lado, estudios realizados en nuestro laboratorio
han mostrado que, usando la técnica de
microdiálisis, no se puede detectar la liberación
de GLU que produce la aplicación 4-
am¡nop¡ndma, un bloqueante de los canales de
K , in vuro, ni aún bloqueando los sistemas de
recaptación del GLU (Segovia el al., 1 996a).
Todos estos hechos no permiten detenninar
silos resultados obtenidos utilizando la técnica
pusli-pnlf (o la diálisis) para el análisis de las
concentraciones de aminoácidos neurotrans-
misores son realmente un buen reflejo de la
liberación exocitótica de éstos. Por tanto, todos
los resultados de esta Tesis Doctoral deben ser
interpretados desde esta perspectiva.
1.2. SOBRE ELMÉTODO DEAN,4LISISDE
AMINOÁCIDOS
El procedimiento más empleado para el
análisis de aminoácidos es la cromatografla
líquida de alta resolución (I-IPLC) debido a su
gran sensibilidad (en el rango de fentomoles), a
su elevada capacidad de resolución y a su gran
versatilidad. El método I-IPLC pennite utilizar
pequeños volúmenes de muestra, métodos de
derivación simples y un reducido tiempo de
análisis y posee, además, un coste menor que
otros métodos cromatográficos (Lindroth y
Mopper, 1979; Jones et aL, 1981; Venema et
aL, 1983; Allison y Shoup, 1984; Peinado el
aL, 1986; Ogden y Foldí, 1986; Sherwood,
1990). Dadas las ventajas de la cromatografla
líquida de alta resolución para el análisis de
aminoácidos, éste fue el método utilizado en
los experimentos presentados en esta Tesis
Doctoral.
1.2.1. De la derivacióny cuant¼cación
de aminoácidos
Para la cuantificación de los aminoácidos
mediante HPLC es necesario hacer
previamente una derivación de éstos. La
derivación de los aminoácidos puede realizarse
mediante diferentes métodos: fonnación de
PITC-derivados (con fenilisotiocianato)
(Bidlingmeyer el aL, 1984), formación de
FMOC-derivados (con 9-fluoroenilmetil
cloroformato) (Einarsson el aL, 1983) o
formación de OPA-derivados (con o-
fialdehído) (Lindrotb y Mopper, 1979).
La formación de PITC-derivados es
método poco sensible y que requiere
proceso largo (Ogden y Foldi, 1986).
un
un
La ventaja de los FMOC-deiivados es su
gran estabilidad (superior a las 30 h) (Ogden y
Foldi, 1986). sin embargo, el espectro de
fluorescencia del reactivo está muy cercano al
de los derivados y pueden existir interferencias
entre ambos en el cromatograma (Ogden y
Foldí, 1986).
Los OPA-derivados poseen una elevada
fluorescencia y requieren un tiempo de
reacción corto, por lo que este método es muy
sensible para el análisis de aminoácidos, tanto
con detector de fluorescencia (Korf y Venema,
1985; Vezzani el aL. 1985) como con detector
electroquímico (Allison y Shoup, 1984,
Peinado el aL, 1986). El detector electro-
químico, sin embargo, es muy sensible a los
cambios en la composición de la fase móvil y
su empleo con programas de gradientes
produce alteraciones de la línea base (Allison y
Shoup, 1984). Dadas sus ventajas, el método
de derivación de los aminoácidos usado en el
presente estudio fue la formación de OPA-
derivados, y su cuantificación se llevó a cabo
con un detector de fluorescencia.
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La reacción del OPA con los aminoácidos
se realiza a un pH alcalino (9.5) y necesita un
tiol como molécula auxiliar para dar lugar a un
compuesto fluorescente e inestable (Lindroth y
Mopper, 1979; Aflison y Shoup, 1984). La
cantidad de fluorescenciay la estabilidad de los
OPA-derivados depende del tiol empleado
(Venema et aL, 1983; Allison y Shoup, 1984).
Los compuestos derivados con mercaptoetanol
o mercaptopropiónico poseen mayor fluores-
cencia que los derivados con tertbutiltiol, pero
menor estabilidad (Allison y Shoup, 1984;
Herranz elaL, 1985; Ogden y Foldi, 1986). En
el presente trabajo, el compuesto utilizado para
la formación de los OPA-derivados fUe el
mercaptopropiónico, dado que permite una
mayor sensibilidad. Con el fin de que la
inestabilidad de los derivados así formados no
influyese sobre la cuantificación de los
aminoácidos, el tiempo transcurrido entre la
adición del reactivo de derivación y la
inyección de la muestraen el cromatógrafo fue
constante en todos los experimentos.
1.2.2. De las condiciones
cromatográficas
Para conseguir una adecuada resolución de
los picos cromarográficos, se utilizó una
columna de fase inversa C18 de 15 cm de
longitud y 5 mm de tamaño de partícula
(Herranz et al, 1984, 1985). Se eligió una
columna de longitud intennedia dado que las
columnas de mayor longitud permiten mejorar
la separación de los picos cromatográficos pero
lentiiflcan el análisis, y las columnas de menor
longitud requieren un menor tiempo de análisis
pero poseen una menor capacidad dc
separación. Con el fin de aumentar la vida
media de la columna se utilizó una precolumna
C18(Venemaetat. 1983).
El pH de la fase móvil utilizada en este
trabajo de investigación fue de 5.67, el cual
pennite una adecuada separación de los
aminoácidos OPA-derivados y se encuentra
dentro de los márgenes tolerados por la
columna (2<ZpH<8). Dado que la derivación de
las muestras requiere un pH de 9.5 (Allison y
Shoup, 1984), previamente a su inyección se le
añadieron a las muestras 5 mM de ácido
acético al 5% con el fin de evitar la pérdida de
sílice de la columna (Cobo, 1990).
1.2.3. De la variabilidad del método de
análisis
El método de análisis de aminoácidos por
HFLC acoplado a detectores tanto de fluores-
cencia como electroquñnicos es un método
sensible y reproducible para el estudio de los
niveles endógenos de aminoácidos (Venema et
aL, 1983; Peinado et al, 1986). El método
cumple las condiciones de linealidad entre 1
pmol y 10 nmoles de aminoácidos por muestra
y para volúmenes de muestra comprendidos
entre 10 y 500 g (Venema el aL, 1983;
Peinado el al., 1986). Las concentraciones de
aminoácidos presentes en las muestra
analizadas en este trabajo (0.01-1 pM), así
como los volúmenes de muestra utilizados (20
se encuentran dentro del rango en el que el
método cumple la condición de linealidad.
Además, previo a los experimentos, se
confirmó tal condició,t
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¿ACERCA DELOS RESULTADOS
2.1. INTEACCIÓAJDENEUROflRANSMISORES
ENEL RS7RIADO DE LI RATI
La aplicación intracerebral de un agonista
de los receptores dopaminérgicos Dl y D2, la
apomorfma, produjo, en el estriado de la rata
adulta joven, un aumento de la concentración
extracelular de GLU y GABA.
El aumento de las concentraciones
extracelulares de GLU en el estriado de la rata
tras la aplicación de un agonista dopantinérgico
ha sido descrito previamente por nuestro
laboratorio utilizando la misma técnica
(Expósito el aL, 1994). También Godukliin el
aL (1984), utilizando la técnica de push-pull
(aunque con varias diferencias en su aplicación
con respecto a la utilizada por nosotros) han
descrito un aumento de las concentraciones de
GLU tras la aplicación de apomorfina a la
dosis de 100 1iM. así como tras la aplicación de
DA. El aumento de las concentraciones
extracelulares de GABA en el estriado de la
rata tras la estimulación de receptores de DA
(concretamente de receptores Dl) también ha
sido descrito previamente (Girault el aL,
1986b).
En oposición a los resultados que se
presentan en esta Tesis Doctoral, Yamamoto y
Davy (1992) y Donzanti el aL (1993), utili-
zando la técnica de microdiálisis, han descrito
que la aplicación de agonistas selectivos de los
receptores de DA Dl y D2 en el estriado no
producen ningún cambio significativo en las
concentraciones extracelulares de GLU y
GABA en condiciones basales. La explicación
a esta discrepancia entre nuestro resultados y
los descritos por estos autores puede encon-
trarse en la diferente manipulación de la neuro-
transmisión dopaminérgica utilizada. Puesto
que en el trabajo citado se utilizan agonistas
selectivos de los receptores dopaminérgicos, el
efecto estudiado es el de la estimulación de uno
solo de los tipos de receptores dopaminérgicos.
En nuestro trabajo, sin embargo, se utiliza un
agonista no selectivo de los receptores de DA,
por lo que el efecto obtenido es el resultado de
la estimulación simultánea de varios tipos de
receptores dopaminérgicos. Este hecho parece
indicar que los efectos de la estimulación
simultánea de varios tipos de receptores de DA
pueden ser cualitativamente diferentes de los
efectos de la estimulación de cada uno de esos
tipos de receptores por separado.
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Aunque esta posibilidad no ha sido
estudiada por nosotros, otros autores han
descrito hechos que la apoyan. Por ejemplo, se
ha descrito que la conducta inducida por la
estimulación conjunta de los receptores Dl y
D2 es diferente de la inducida por la esti-
mulación de estos receptores por separado
(Koshikawa el aL, 1991). También se ha
descrito que los efectos postsinápiieos de la
estimulación selectiva de los receptores D2 son
diferentes de los obtenidos tras la estimulación
simultánea de los receptores DI y D2 (Wachtel
dat., 1989).
Por tanto, es posible que la discrepancia
que existe entre los resultados descritos por el
grupo de Yamamoto (Yamamoto y Davy,
1992; Donzanti elal 1993) y los de esta Tesis
Doctoral pueda explicarse en fUnción de la
presencia, en nuestros experimentos, de una
interacción entre los receptores Dl y los
receptores D2.
2.1.1. Interacción DA-GLUen el
estriado de la rata
Nuestros resultados muestran que la
estimulación simultánea de los receptores Dl y
D2 en el estriado de la rata produce un
aumento de la concentración extracelular de
GLU. Este trabajo no ha estudiado los
mecanismos mediante los cuales se puede
producir este efecto. Sin embargo, los
conocimientos que se tienen sobre la histología
y la neuroquimica del cerebro de la rata nos
permiten discutir varias posibilidades.
El aumento de las concentraciones
extraceluiares de 0133 en el estriado tras la
aplicación del agonista dopaminérgico apomor-
fina puede ser debido a un aumento de la
liberación de OLU (exocitótica o citoplas-
matica) o a una disminución de la recaptación
de GLU.
2? 1.1.1 ¿Liberación de (jLUo inhibición
desu recaptación?
Algunos autores, utilizando técnicas ni
viet-o, han descrito cómo la apomorfina puede
inhibir larecaptaciónde OLU (Nieoullon ce al.,
1982). Aunque los resultados presentados en
esta Tesis Doctoral podrían ser explicados a
través de esta acción de la apomorfina, estudios
previos de nuestro laboratorio parecen
contradecir esta posibilidad. De hecho,
Expósito el al. (1994) han descrito que la
microinyección previa de un inhibidor de la
glutamina-sintetasa (la metionina-sulfoximina)
produce una disminución dramática de las
concentraciones extracelulares de GLN y,
también, la desaparición del aumento de la
concentración de QLU inducida por
apomorfina Estos resultados parecen sugerir
que el aumento de la concentración de GLU
inducido por apomorfina necesita de la
presencia de GLN (y, por tanto, de la sigtesis
de GLU). De ello podría deducirse que este
aumento de OLlA procede más de una
liberación de GLU que de una disminución de
surecaptación.
2.1.1.2. Liberación de GLU ¿vesicular o
citoplasnzótica?
Como se ha expuesto en la Introducción de
esta Tesis Doctoral, la liberación de GLU
desde la terminación nerviosa puede producirse
a través de mecanismos dependientes de Ca2~(exocitosis de las vesículas presinápticas) o
mediante mecanismos independientes de C?
(inversión del sentido del transporte de GLU),
aun cuando este último mecanismo no ha sido
bien demostrado en estudios iii vivo (ver
Nicholls, 1989 y Levi y Raiteri, 1992). En esta
Tesis Doctoral no se ha estudiado la
dependencia de Ca2* de la liberación del GLU
inducida por apomorfina Sin embargo,
Godukhin et al. (1984) han descrito que el
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aumento de la concentración de GLU tras la
aplicación de 100 pM de apomorfina no varia
cuando en el medio de perfUsión el Ca2~ es
sustituido por Co2X pero sí disminuye cuando
el Ni es sustituido por colina. Aunque la dosis
utilizada por estos autores es un orden de
magnitud superior a la utilizada por nosotros,
estos resultados parecen sugerir que la
apomorfina produce un aumento de la
concentración de GLU a través de un
mecanismo dependiente de Ni pero
independiente de Ca2. Por tanto se podría
concluir que la apomorfina induce una
inversión del sentido del transporte de GLU a
nivel de las membranas de la tenninación
nerviosa yio de las células gliales circundantes.
El mecanismo mediante el cual la
apomorfina produce esta inversión del
transporte de GLU es desconocido. Sí se puede
sugerir, sin embargo, que tal mecanismo está
mediado por la activación de receptores
dopaminérgicos, ya que tanto Godukhin el al.
(1984) como nosotros (Expósito el al., 1994)
hemos demostrado que la liberación de GLU
inducida por apomorfina es atenuada por la
aplicación previa del antagonista dopaminer-
gico haloperidol.
No está clara la forma en la que una
activación de los receptores de DA podría
modificar el transportador de GLU. Sin
embargo, recientemente se ha sugerido que el
transportador de OLU puede estar regulado por
fosfatasas y proteina-kinasas (ver la revisión de
Danbolt, 1994), por lo que la fosforilación de
protemas que se produce tras la activación de
receptores de DA podría actuar también sobre
el transportador de GLU. Por otra parte, Leví y
Raiteri (1992) han sugerido que la liberación
de OLU y GABA inducida por agonistas del
OLU puede producirse, en parte, a través de la
inversión de sus transportes debido a que la
propia excitación neuronal produce entrada de
Ni. Es posible
pueda jugar un
concentraciones
CABA inducido
que este mismo mecanismo
papel en el aumento de las
extracelulares de GLU y
por apomorfina
La hipótesis de que la apomorfina
produzca su efecto sobre las concentraciones
de <RU através de la activación de receptores
de DA sc opone a las observaciones
histológicas que describen, en el estriado de la
rata, la ausencia (o muy escasa presencia) de
sinapsis axo-axónicas y, por tanto, de una
conexión directa entre los axones
glutamatérgicos procedentes de la corteza y los
axones doparnínérgicos procedentes del
mesencéfalo (ver Kornhuber y Komhuber,
1983). Para explicar esta discrepacia se ha
sugerido la presencia de receptores de DA en
los axones que contienen GLU a pesar de que
no existan sinapsis entre ellos. Estos receptores
estarían, por tanto, fUera del confinamiento
espacial de las sinapsis, en el marco de lo que
se conoce como «neurotranmísión
volumélrica» (para una revisión extensa de este
concepto se puede consultar Fuxe y Agnarí,
1991). En el estriado se ha invocado
previamente la existencia de este tipo de
transmisión neural para explicar ciertos
fenómenos que no pueden ser entendidos con
las descripciones clásicas (ver p. ej. García-
Muñoz el al., 1991). Además, algunos
resultados experimentales han confirmado la
existencia de receptores para DA fUera de las
sinapsis que poseen una alta afinidad por la
DA (ver Díaz el aL. 1995). De confirmarse la
existencia de receptores para la DA en las
terminaciones nerviosas procedentes de la
corteza (hecho que ha sido objeto de discusión
durante la última década ver Konihuber y
Kornhuber, 1986; Trugman el al., 1986; Joyce
y Marshall, 1987; Maura el al, 1988) podría
ser fácilmente explicable el efecto de la
apomorfina sobre la liberación de GLU por el
mecanismo antes mencionado.
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GLU
Fig. 2& Representación esquemática de la
convergencia que existe entre las terminaciones
glutamatérgicas (GLU) procedentes de la cortezay
las tenninaciones dopaminérgicas (DA)
procedentes del mesencejalo sobre las neuronas
espinosas gabérgicas del estriado de la rata Los
rectángulos negrosrepresentan losreceptores
dopaminérgicos (se discute supresencia en las
terminaciones glutamatérgicas). Los óvalos grises
representan los receptores glutamatérgicos (se
discute su presenciaen las terminaciones
dopaminérgicos). Basado en Smith yBolam, 1990
yParenty Hazrat¿ 1995.
21.1.3. Liberación cuoplasmática de GLU
¿de origen neuronal o de origen glial?
Como ya se ha comentado en el apartado
que discute la utilidad de las técnicas de
perfUsión intracerebral, estas técnicas no
pueden dilucidar el origen celular (neuronal o
astrocitario) de los aminoácidos recogidos. Sin
embargo, los datos discutidos aquí sugieren
que el aumento de 0W producido por la
apormorfina se produce como consecuencia de
la inversión del sentido del transporte de GLU.
Puesto que el transporte de GLU tiene lugar de
forma predominante en las células gliales, se
puede sugerir que el GLU liberado por la
apomorfina es de origen glial.
Como ya se ha comentado, el efecto de la
apomorfina sobre la liberación de GLU está
mediado por la estimulación de receptores de
DA. Por tanto, para que la hipótesis del origen
glial del GLU sea consistente es necesano que
existan receptores de DA en las células guaJes.
Este hecho ha sido, efectivamente, descrito
(Hósli y Hñsli, 1986). La forma en que la
estimulación de receptores de DA en los
astrocitos pueda regular el transporte de OLU
no está clara. Sin embargo, como ya se ha
discutido, el hecho de que el transportador de
GLU posea un lugar susceptible de
fosforilación (ver la revisión de Danbolt, 1994)
indica que puede existir una regulación de este
transportador a través de los segundos
mensajeros activados por los receptores de DA.
Además, un mecanismo semejante ya ha sido
descrito para los receptores de noradrenaiina
(ver Hansson, 1991).
espacio
extracelular
APO
tGLU
GLU
PK
tAMPC
astrocito
flg. 29. Hipótesis de la regulación dopaminérgica
del transporte glial de glutamato. La activación de
receptores dopaniinérgicos de la membrana de los
astrocitospodria regular la molécula
transportadora de ácido glutámico invirtiendo el
sentido del transportede éste. AC: adenilato-
ciclasa APO: apomorfina; Os:proteina O
estimuladora; ¡>1<: proteina-kinasas; r-DA:
receptor dopaminérgico; t-GLU: transportador de
glutamato. Basado en Hansson, 1991.
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En definitiva, por todos los datos
discutidos hasta aquí, sugerimos que la
apomorfina produce una aumento de las
concentraciones de GLU en el estriado de la
rata através de la estimulación de receptores de
DA situados en los astrocitos que produce la
mversíón del transporte de GLU.
2.1.1.4 Otras posibilidades
Las posibilidades hasta aquí discutidas
hacen referencia únicamente a la hipótesis de
que la apomorfina produzca una liberación de
GLU a través de la inversión del sentido de su
transporte. Sin embargo, puesto que esta
hipótesis, aunque la más probable, no está
enteramente demostrada, no podemos descartar
la posibilidad de que el aumento de la
concentración de GLU inducido por la
apomorfina proceda de una liberación
exocitótica presináptica. En todo caso, la
apomorfina produciría este efecto a través de la
estimulación de receptores de DA (ver más
arriba). Por tanto, esta hipótesis es, también,
inconsistente con la ausencia de conexiones
sinápticas entre las terminaciones dopami-
nérgicas y glutamatérgicas del estriado. Se
pueden dar dos explicaciones a esta aparente
contradicción. Una refiere a laexistencia de un
mecanismo « volumétrico» de transmisión (esta
explicación ha sido discutida más arriba). La
otra refiere a la activación de una vía neural
larga. Esta vía neural estaría formada por las
neuronas gabérgicas, que presentan receptores
para DA y que proyectan a núcleo pálido; las
neuronas gabérgicas de éste, que, a su vez,
estabkcen smapsis con neuronas glutama-
térgicas del tálamo y, finalmente, las neuronas
talAmicas que, ya sea directamente (existen
terminaciones talárnicas en el estriado), ya a
través de sus conexiones con la corteza frontal
y desde ésta con el estriado, pueden inducir la
liberación presináptica de (3LU en esta
estructura.
21.2 Interacción DA-GABA en el estriado
de la rata
Nuestros resultados muestran que la
aplicación del agonista dopaminérgico
apomorfina en el estriado de la rata produce un
aumento de la concentración extracelular de
CABA.
El aumento de la concentración de GABA
tras la aplicación de apomorfina puede ser
producido por un aumento de la liberación de
CABA o por una disminución de la
recaptación de CABA.
Este trabajo no ha estudiado los
mecanismos mediante los cuales se produce
este efecto. La bibliografla tampoco aporta
datos acerca de la dependencia iónica del
aumento de CABA inducido por agomstas
dopaminérgicos in vivo. Por tanto, serían
necesarios experimentos in vivo que estudiasen
si este aumento de CABA es dependiente de
y de NC En todo caso se pueden discutir
varias posibilidades.
La presencia de receptores de DA en las
neuronas gabérgicas del estriado sugiere que la
apomorfina, estimulando directamente estos
receptores, produce excitación de estas
neuronas y liberación presináptica de CABA,
ya sea vesicular (dependiente de Ca2~), ya sea
citoplasmática (por inversión del sentido de su
transporte). Estudios in vitro han demostrado
que la aplicación de DA a dosis superiores a 10
pM, produce una liberación de CABA através
de su transportador (Bematb y Zigmond,
1989). Dado que las dosis de apomorfina
utilizadas por nosotros son del mismo orden de
magnitud que las utilizadas en el trabajo
descrito, y que la apomorfina tiene una afinidad
por los receptores de DA semejante a la de la
propia DA, se podria sugerir que el efecto
observado por nosotros en las concentraciones
extracelulares de CABA se debe, también, a
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una inversión del sentido del transporte de
CABA.
Por otra parte, el hecho de que la
apomorfina produzca un aumento de la
concentración de GLU (ver más aruba) y de
que la estimulación de receptores de OLU
produzca una liberación de CABA (Moran et
al, 1993; Young y Bradford, 1993) sugiere
que la apomorfina también puede producir un
aumento de la concentración de CABA
mediante la liberación previa de GLU. La
bibliografla no nos permite discutir este punto
más allá. La realización de expeninentos en los
que, de forma simultánea, se estimulasen
receptores de DA y se bloqueasen receptores
de (1LU podría ayudamos a determinar cuál de
estas dos hipótesis es cierta.
2.2. INTERACCIÓNDE NEUROTRANSMISORES
ENLA CORTEZI PREFRONTAL VELA RATA
La aplicación intracerebral de un agonista
de los recepores dopaminérgicos Dl y D2, la
apomorfina, produjo, en la corteza prefrontal
de la rata adulta joven, un aumento de la
concentración extracelular de GLU y CABA.
Estos resultados no han sido descritos
previamente en la literatura.
221. Interacción DA-GLUen la corteza
prefrontal de la rata
Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que la estimulación de los receptores de
DA en la cortezaprefrontal de la rata produce
un aumento de la concentración extracelular de
CLU.
El aumento de la concentración de CLI]
tras la estimulación de los receptores de DA
puede deberse a un aumento de su liberación o
a una disminución de su recaptación. En este
trabajo no se han estudiado los mecanismos
celulares implicados en este efecto. Puesto que
ésta es la primera descripción de este
fenómeno, la bibliografla tampoco aporta datos
que puedan ayudarnos a comprender estos
mecanismos. Seria necesario realizar
experimentos para estudiar si el aumento de las
concentraciones de CLI] en la corteza
prefrontal se debe a una liberación vesicular o
citoplasmática.
En todo caso, el aumento de la
concentración de CLI] tras la estimulación de
los receptores de DA en la corteza prefrontal de
la rata resulta coherente con los conocimientos
que se tienen sobre la histología y
neuroquimica de esta región cortical. Así, se
sabe que las terminaciones dopaminérgicas que
proceden de áreas mesencefálicas forman
sinapsis con las neuronas p¡ramidales
glutamatérgicas de la corteza prefrontal (Van
Edenetaí, 1987; Séguélaet aL, 1988; Verney
et al., 1990) y que estas neuronas presentan
receptores Dl en sus dendritas (Retaux el al,
1991a) y receptores 11)2 en las terminaciones de
sus ramas axonales recurrentes (Retaux et al,
1991b). Thierry et aL (1986) han sugerido que
los receptores Dl son excitadores en la corteza
prefrontal de larata mientras que los receptores
D2 son inhibidores. Además, resultados
previos de nuestro laboratorio muestran que el
aumento de la concentración de GLU inducido
por apormofina se atenúa tras el bloqueo de los
receptores de DA con haloperidol. Todos estos
hechos nos hacen sugerir que la apomorfina
induce un aumento de la concentración de
CLU en la corteza preftontal mediante la
estimulación de receptores Dl situados en las
dendritas de las neuronas piramidales.
El hecho de que la aplicación de
apomorfina produzca un aumento de la
concentración de CLU sólo a una de las dosis
utilizadas (la intermedia) es de dificil
explicación, dado lo semejantes que son las
dosis que producen efectos adversos. Sin
embargo, se pueden discutir varias
posibilidades.
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La apomorfina es un agonista de los
receptores dopaminérgicos Dl y D2. Como ya
se ha comentado, los efectos de la estimulación
simultánea de varios tipos de receptores de un
neurotransmisor (en este caso la DA) pueden
ser cualitativamente diferentes de los efectos de
la estimulación de cada uno de esos tipos de
receptores por separado (ver el apartado 2 1 de
este capítulo). Aunque esta posibilidad no ha
sido estudiadapor nosotros, se puede especular
acerca del hecho de que el efecto obtenido tras
la aplicación de apomorfina sea el resultado de
un balance entre los efectos de ambos tipos de
receptores.
La existencia de interacciones múltiples
entre diferentes neurotransmisores en la corteza
prefrontal puede contribuir, también, a la
existencia de un efecto de la apomorfina sobre
el CLI] en un rango tan estrecho de dosis. De
hecho, la apomorfina produce también un
incremento de la concentración extracelular de
CABA (esta Tesis), cuyos efectos sobre las
teralinaciones glutamatérgicas son inhibidores.
Además, el efecto inhibidor de la DA sobre las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal
descnto clasicamente (ver p. ej. Mora el al,
1976) está mediado, en parte, por neuronas
gabérgicas (Pirot el aL, 1992). De hecho, la
estimulación de receptores de DA en la corteza
prefrontal produce un aumento de la tasa de
disparo de potenciales de acción de las
neuronas gabérgicas y un incremento de los
potenciales postsináptieos inhibidores medidos
en las neuronas piramidales que son expresión
de la actividad de las neuronas gabérgicas
(Penit-Soria el al., 1987). Todo ello sugiere
que los efectos de laapomorfina sobre el CLI]
podrian estar modulados por el CABA
liberado. Por tanto, la interacción entre DA y
CABA podría contribuir a explicar la
existencia de un efecto de la apomorfina sobre
el CLI] en un rango tan estrecho de dosis.
2.22. Interacción DA-CABA en la corteza
prefrontal de la rata
Nuestros resultados muestran, por primera
vez, que la estimulación de los receptores de
DA en la corteza prefrontal de la rata produce,
in vivo, un aumento de la concentración
extracelular de CABA.
El aumento de la concentración de CABA
tras la estimulación de los receptores de DA
puede deberse a un aumento de su liberación o
a una disminución de su recaptación. En este
trabajo no se han estudiado los mecanismos
celulares implicados en este efecto. Puesto que
esta es la primera descripción de este
fenómeno, labibliografla tampoco aporta datos
que puedan ayudarnos a explicar este hecho.
Seria necesario realizar experimentos para
estudiar si el aumento de las concentraciones de
CABA en la corteza prefrontal se debe a una
liberación vesicular o citoplasmática.
En todo caso, ei aumento de la
concentración de CABA tras la aplicación de
apomorfina en la corteza prefrontal es
coherente con los resultados obtenidos por
otros autores con diferentes técnicas. Así, se ha
demostrado que la estimulación de receptores
de DA produce liberación de CABA fi vitro
(Reteux el al, 1991) y aumento de la tasa de
disparo de potenciales de acción de las
neuronas gabérgicas (Penit-Soria el al, 1987).
Ello, junto con el hecho de que el aumento de
CABA inducido por apomorfina es atenuado
por el bloqueo de ¡os receptores de DA con
haloperidol (resultados no mostrados en esta
Tesis), sugiere queeste efecto está mediado por
receptores de DA. Aunque, en nuestro
conocimiento, no existen descripciones que
demuestren de forma consistente la presencia
de receptores de DA en las neuronas gabérgicas
de la corteza prefrontal de la rata, nuestros
resultados y el hecho de que las terminaciones
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dopaminérgicas y gabérgicas converjan sobre
las neuronas piramidales de la corteza, sugieren
esta posibilidad.
2.3. INTERACCIÓNDE NEUROTRANSMISORES
YENVEfECAllENTÉ)
2.3.1. Sobre las d4ficultades de
interpretación de los estudios sobre
envejecimiento
En la investigación sobre el proceso de
envejecumniento existen varios factores que
contribuyen a complicar la interpretación de los
resultados que se obtienen. Entre estos factores
cabe señalar, por ejemplo, las posibles
diferencias en el proceso de envejecimiento
entre las especies, y también entre las razas, de
los animales de experimentación empleados.
Pero el principal obstáculo con que se
encuentran los estudios sobre envejecimiento
reside en la propia dificultad de definir de
fonna precisa cuándo empieza la senectud. La
utilización de la edad cronológica como factor
definidor de envejecimiento no es una buena
medida De hecho, algunos cambios, o
ausencia de ellos, descritos en animales
“viejos’ pueden ser debidos a utilizar animales
de edad no suficientemente avanzada.
Igualmente, el hecho de utilizar animales de
edad muy avanzada puede llevar a
conclusiones erróneas, ya que los resultados
pueden estar sesgados por la selección a que
han sido sometidos dichos individuos. Sin
embargo, mientras no tengamos marcadores
biológicos de vejez (si existen), la edad es el
único parámetro de que disponemos para
delimitar este periodo.
Una forma de evitar, en alguna medida, el
problema de detenninar cuándo comienza el
proceso de envejecimiento, es estudiar los
parámetros objeto de investigación en varios
grupos de edad. Por ello, en esta Tesis Doctoral
se han utilizado tres grupos de animales de
diferente edad: las ratas de 2 a 3 meses de edad
de la raza Wistar son animales adultos y se
utilizaron como grupo control. Las ratas Wistar
de 11 a 14 meses de edad son animales que
empiezan a perder su capacidad reproductora
por ello se utilizaron como grupo de adultos de
edad avanzadapero que no se puede considerar
que hayan entrado ya en la vejez. Las ratas
Wistar de más de 21 meses de edad se
utilizaron como grupo de animales viejos.
Otro aspecto importante que interfiere en la
interpretación adecuada de los estudios sobre
envejecimiento es el sesgo introducido en los
resultados por variables ambientales y por
patologías asociadas. En algunas ocasiones no
se puede discernir acerca de siun detenninado
cambio se debe al propio envejecimiento, al
entorno que ha rodeado al individuo o aalguna
enfermedad concomitante. En eí caso del
trabajo experimental realizado en esta Tesis
Doctoral, se deben discutir los resultados
teniendo presente que los animales de
experimentación están sometidos a condiciones
no ‘normales”: con poco espacio para
deambular, con comida ad libitwn, con
temperatura y humedad ambiental estables,
etc.; en resumen, en un ambiente que podría
definirse como-pobre en estimulos. Por decirlo
de otra forma, cabe preguntarse si nuestros
resultados sobre envejecimiento se han
obtenido de animales sometidos a un envejecer
“no normal” y si esto puede influir en las
conclusiones que debemos extraer de ellos.
Los resultados que aquí se discuten acerca
del efecto del envejecimiento sobre la
interacción de neurotransmisores deben ser
interpretados desde esta perspectiva
23.2 Efecto del envejecimiento sobre las
concentraciones extracelulares de GL U~
GABAy GLN
Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que las concentraciones
extracelulares de CLU, CABA y CLN
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obtenidas con nuestro método en condiciones
basales no varían significativamente con la
edad ni en el estriado ni en la corteza prefronta]
de la rata
Como ya se ha comentado (ver el apanado
dc discusión de los métodos), no se ha podido
demostrar de forma consistente el origen de las
concentraciones de aminoácidos obtenidas con
técnicas de perflisión intracerebral (push-pull o
diálisis). Por tanto, el análisis de las
concentraciones extracelulares de aminoácidos
durante el envejecimiento debe ser interpretado
bajo esta perspectiva. En todo caso, debe
sefíalarse que, aunque no podemos determinar
con seguridad el origen celular de los
aminoácidos analizados, el análisis de su
concentración extracelular es un indicador de la
cantidad de GLU y CABA disponible para ser
liberado (ya sea através de exocitosis o a través
del transportador neuronal o glial).
En relación con el GLU, nuestros
resultados coinciden con los trabajos publi-
cados previamente por varios laboratorios,
utilizando técnicas diversas y tanto en estriado
como en corteza prefrontal (ver p. ej. Dawson
et al., 1989; Cobo el al., 1992; Paliner cí al,
1994; Sánchez-Prieto et al., 1994; Saransaari y
Oja, 1994). Este hecho podría interpretarse
como un reflejo de que las neuronas
glutamatérgicas no se ven afectadas durante el
proceso de envejecimiento o, si se produce
muerte de estas neuronas, existen mecanismos
que lacompensan.
En relación con el CABA, en nuestro
conocimiento, no existen trabajos que estudien
la concentración extracelular de CABA durante
el envejecimiento. Nuestro resultados podrían
sugerir que las neuronas gabérgicas no se ven
afectadas por el proceso de envejecimiento o,
en caso contrario, que existen mecanismos que
compensan una posible pérdida de estas
neuronas. Sin embargo, las limitaciones tanto
de latécnica push-pull (ya comentadas), como
de nuestro método de análisis de CABA (las
concentraciones de CABA obtenidas se
encuentran cercanas al límite de detección de
nuestro método) no nos permiten discutir más
allá estos resultados.
El mantenimiento de las concentraciones
de GLN con el envejecimiento descutas en esta
Tesis Doctoral resulta coherente con la
estabilidad descrita para los aminoácidos
neurotransinisores CLU y CABA de los que es
precursor. En estudios previos de nuestro
laboratorio se describió la existencia de una
concentración extracelularde (ILN mayor en la
corteza prefrontal y temporal de ratas viejas en
comparación con ratas jóvenes (Cobo el al,
1992). Nuestros resultados actuales, utilizando
un grupo más de edad y la técnica de push-pull
continuo, no confirman aquellos resultados
preliminares parala cortezaprefrontal
2.3.3. Interacción de neurotransmisores y
envejecimiento: estudios en el estriado de
la rata
Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicación de
apomorfina produce un aumento de las
concentraciones de CLU y CABA en el
estriado de la rata joven y que tal efecto se
encuentra atenuado en las ratas de edad media
y viejas.
Aunqueno conocemos los mecanismos por
los que la apomorfina produce este aumento de
GLU y CABA en el estriado, la bibliografla
nos permite sugerir que está mediado por la
estimulación de los receptores de DA. A la
vista de esta hipótesis, la disminución del
efecto de la apomorfina sobre las concen-
traciones de CLU y CABA puede explicarse
por una disminución de la cantidad de CLI] o
CABA disponible para ser liberado (por las
neuronas o por las células gliales) o por una
disminución de la capacidad de los receptores
de DA para serestimulados.
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La bibliografia revisada y los datos
presentados en esta Tesis Doctoral sugieren
que la cantidad de CLI] y CABA disponibleen
el cerebro se conserva durante el enveje-
cimiento (ver más arriba).
Por otra parte, uno de los hechos mejor
demostrados en relación con el envejecimiento
cerebral es la disminución de la densidad de
receptores de DA en varias áreas cerebrales. En
concreto, en relación con el estriado de la rata,
todos los autores coinciden en describir una
disminución de receptores D2 indepen-
dientemente de la técnica utilizada (ver p. ej.
Ciorgi et al., 1987; Hyttel, 1987; 1-lan er aL,
1989; Morelli el al., 1990; Muxray y
Waddington, 1991; se puede consultar la
revisión de Joseph el aL, 1990). Más
controvertida es la disminución del número de
receptores Dl, ya que algunos autores la
describen (ver p. ej. Hyttel, 1987; Morelli el
aL, 1990), pero otros no la detectan (ver p. ej.
MurrayyWaddington, 1991). Entodo caso, se
ha sugerido que la disminución del número de
receptores de DA durante el envejecimiento se
produce tanto por muerte de neuronas que
expresan estos receptores (Han el al., 1989)
como por disminución de su síntesis en las
neuronas supervivientes (Mesco el aL, 1991;
Ciorgi el aL, 1992).
Por otra parte, otros autores han descrito
previamente que otro fenómeno obtenido tras
la aplicación de apomorfina (la inhibición in
viti-o de la liberación de acetilcolina inducida
por FC) también se atenúa con el enve-
jecimiento (Thompson el aL, 1984). También
la conducta inducida por la administración
sistémicade apomorfina abajas dosis (que está
mediada por receptores 02) disminuye durante
el envejecimiento (Stoessl el aL, 1989).
A la vista de estos datos se puede sugerir
que el deterioro de la interacción entre DA,
CLI] y CABA en el estriado producido por el
envejecimiento se debe, fbndamentalmente, a
la disminución del número de receptores de
DAen este área cerebral
23.4 Interacción de neurotransmisores y
envejecimiento: estudios en la corteza
prefrontal de la rata
Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral muestran que la aplicación de
apomorfina produce un aumento de las
concentraciones de CLI] y CABA en lacorteza
prefrontal de la rata joven y que tal efecto se
encuentra atenuado en las ratas de edad media
y nejas.
Aunque no conocemos los mecainsmos por
los quela apomorfina produce este aumento de
CLI] y GABA en la corteza prefronta], la
bibliografla nos permite sugerir que está
mediado por la estimulación de los receptores
de Dít A la vista de esta lúpótesis, la
disminución del efecto de la apomorfina sobre
las concentraciones de GLU y CABA puede
explicarse por una disminución de la cantidad
de CLI] o CABA disponible para ser liberado
(por las neuronas o por las células gliales) o por
una disminución de la capacidad de los
receptores de DApara ser estimulados.
Tanto la bibliografla revisada como los
datos presentados en esta Tesis Doctoral
sugieren que la cantidad de CLU y CABA
liberado, tanto en condiciones basales como
tras la estimulación de la liberación de estos
neurotransmisores se mantiene a lo largo del
envejecimiento (ver p. ej. Dawson el aL, 1989;
Cobo el al., 1992; Palmer el aL, 1994;
Sánchez-Prieto ce al., 1994; Saransaan y Oja,
1994).
Por otra parte, aunque no existen trabajos
sobre la densidad de receptores de DA en la
corteza prefrontal durante el envejecimiento, sí
se ha descrito una disminución de la respuesta a
la estimulación del receptor Dl en la corteza
prefrontal de ratas viejas (Parfltt el aL, 1990).
La bibliografla no nos permite determinar si
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esta disminucion en la respuesta se debe a una
disminucion en la densidad de estos receptores
o a otras causas (p. ej una disminución de su
afinidad o alteraciones en los segundos mensa-
jeros activados por ellos).
Con estos datos se puede sugerir que el
deterioro de la interacción entre DA, GLU y
CABA en la corteza preftontal producido por
el envejecimiento se debe, fimdamentalniente,
a la disminución de la respuesta a la estimula-
ción de receptores de DA en este área cerebral.
95

CONCLUSIONES
PRIMERA CUARTA
La aplicación intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelular de CLU en el estriado de la rata
adulta joven. Sugerimos que este efecto se debe
a que la apomorfina estimula receptores de DA
situados en las tenninaciones nerviosas
glutamatérgicas y/o en las células gliales y esta
activación induce la inversión del sentido del
transporte de CLII
SEG LINDA
La aplicación intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelular de CABA en el estriado de la rata
adulta joven. Sugerimos que este efecto se debe
a que la apomorfina estimula receptores de DA
con efecto excitador localizados en las
neuronas gabérgicas del estriado.
TERCERA
El aumento de las concentraciones de CLU
y CABA en el estriado de la rata tras la
aplicación de apomorfina se ve atenuado como
consecuenciadel proceso de envejecimiento.
La atenuación del efecto de la apomorfma
sobre las concentraciones de CLU y CABA se
puede atribuir a la disminución del número de
receptores de DA en el estriado como
consecuencia del proceso de envejecimiento.
La aplicación intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelular de CLU en la corteza prefrontal de
la rata adulta joven. Sugerimos que este efecto
se debe a que la apomorfina estimula
receptores de DA con efecto excitador
localizados en las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal o en las tenninaciones de las
ramas recurrentes de sus axones.
QUINTA
La aplicación intracerebral de apomorfina
produce un aumento de la concentración
extracelular de CABA en la corteza prefrontal
de la rata adulta joven. Sugerimos que este
efecto se debe a que la apomorfina estimula
receptores de DA con efecto excitador
localizados en las neuronas gabérgicas de la
corteza prefrontal.
SEKFA
El aumento de las concentraciones de CLU
y CABA en la corteza prefrontalde la rata tras
la aplicación de apomorfina se ve atenuado
como consecuencia del proceso de enveje-
cimiento.
La atenuación del efecto de la apomorfina
sobre las concentraciones de CLU y CABA se
puede atribuir a una disminución de la
respuesta a la estimulación de receptores de
DA en la corteza prefrontal como
consecuencia del proceso de envejecimiento.
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